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Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL  
Povzetek: Proteini so sestavljeni iz dolgih verig aminokislin. Njihova struktura in 
stabilnost sta potrebni za obstoj živih organizmov. Aktivni so le v svoji nativni 
konformaciji. Na konformacijo, strukturo ter stabilnost raztopin proteinov lahko vpliva 
mnogo parametrov. Med glavne spadajo pH, temperatura, vrsta in koncentracija pufra ter 
koncentracija specifičnih dodanih snovi (soli, sladkorji, denaturanti…). 
Vodne raztopine proteinov običajno vsebujejo pufre, ki uravnavajo pH raztopine in 
zagotavljajo stabilnost proteinov. Poleg pufrov raztopine običajno vsebujejo tudi nekatere 
nizko molekularne soli. Pufer na protein ne vpliva le z uravnavanjem pH raztopine, 
temveč se nanj lahko veže in spremeni njegove lastnosti. Vezava je bila opažena tudi pri 
preučevanju vpliva ionov soli na protein.  
Namen magistrske naloge je povečati razumevanje interakcij protein-protein, protein-ion 
ter protein-pufer. Preverjal sem, kako sprememba različnih parametrov (koncentracije in 
vrste pufra, koncentracije proteina ter pH) vpliva na zeta potencial in velikosti delcev 
raztopine proteina HEWL. Rezultate meritev velikosti delcev in zeta potenciala sem 
povezal z vezavo molekul pufra na površino proteina. Pri pH 2 sem kot pufer uporabljal 
fosfat, glicin ter KCl-HCl. Pri pH 9 pa sem za pufra uporabil glicin in bis tris. 
Koncentracije pufrov sem študiral v območju koncentracij od 0,01 M do 0,5 M. Vpliv 
koncentracije proteina sem spremljal od 0,5 mg/ml do 2,5 mg/ml. Vse ostale raztopine so 
imele koncentracijo proteina 5 mg/ml. 
Na podoben način sem raziskoval tudi vplive na protein BSA. V primeru BSA sem se 
posvečal raziskovanju vpliva dodatka različnih vrst in koncentracij (0,1 M do 1,75 M) 
alkalijskih soli (NaCl, NaBr, NaI, LiCl, KCl, RbCl ter CsCl). Preučeval sem skupni vpliv 
vrste pufra in vrste soli na velikost delcev in zeta potenciala. Pri pH 4,3 sem izvedel dve 
seriji eksperimentov, pri čemer sem enkrat uporabil 20 mM acetatni pufer, drugič pa 
citratnega.  
Rezultate teoretično izračunanih vezavnih energij (ki sem jih izračunal s pomočjo analize 
molekulskega sidranja oz. »dockinga«) sem povezal z izmerjenimi vrednostmi velikosti 
delcev in zeta potenciala. Sidranje sem izvedel le na proteinu HEWL, ki je v primerjavi 
z BSA manj kompleksen. 
Ključne besede: Protein, pufer, soli, BSA, HEWL 
 
  
English title: Buffer and salt specific effects on BSA and HEWL proteins 
Abstract:  
Proteins are made up of long chains of amino acids. Their structure and stability are 
important for the existence of life. They are only active in their native conformation, 
which together with their structure and stability depends on a large number of parameters. 
These include above all pH value, temperature, type and concentration of the buffer and 
the concentration of specific added substances (salt, sugar, denaturants ...). 
Aqueous solutions of proteins usually contain buffers that regulate the pH of a solution 
and maintain the stability of the protein. Solutions usually contain some low molecular 
weight salts. The buffer not only influences the protein by regulating the pH, but can also 
bind to the protein and change its properties. Similar binding has also been observed when 
studying the effects of ions (from used salts) on the protein. 
The aim of this work is to deepen the understanding of protein-protein, protein-ion and 
protein-buffer interactions. We investigated how the change of different parameters 
(concentration and type of buffer, concentration of the protein and pH) affects the zeta 
potential and the size of the particles in the HEWL protein solution. We correlated the 
measurements with the binding of buffer molecules on the surface of the protein. At pH 
2 we used phosphate, glycine and KCl-HCl as buffers. At pH level 9 we used glycine and 
bis tris. We also investigated the effect of changing the protein concentration from 0.5 
mg/ml to 2.5 mg/l. All other solutions had a protein concentration of 5 mg/ml. 
In a similar way we investigated the effects on the BSA protein. In the case of BSA, we 
devoted our efforts to studying the effects of adding different types and concentrations 
(0.1 M - 1.75 M) of alkali salts (NaCl, NaBr, NaI, LiCl, KCl, RbCl and CsCl). We 
investigated the overall influence of the type of buffer and the type of salt on particle size 
and zeta potential. At pH 4.3 we performed two sets of experiments, one with 20mM 
acetate buffer and the other with citrate. 
The results of the theoretically calculated binding energies (calculated by molecular 
docking analysis) were related to the measured particle sizes and zeta potentials. Only the 
HEWL protein was analysed by docking analysis because the BSA structure is too 
complex. 
Keywords: Proteins, buffers, salts, BSA, HEWL
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov  
AMBER vrsta polja sil (angl. Assisted model building with energy refinement) 
BSA  goveji serumski albumin (angl. bovine serum albumin) 
CD  cirkularni dikroizem (angl. circular dichroism) 
DIT  časovna konstanta (angl. data acquisition time) 
DLS  dinamično sipanje svetlobe (angl. dynamic light scattering) 
FTIR  Fouriejevo transformirana infra rdeča spektroskopija 
HEWL lizocim jajčnega beljaka (angl. hen egg white lysozyme) 
IEP  izoelektrična točka (angl. isoelectric point) 
IHP  notranja Helmholzova ravnina (angl. inside Helmholtz plane) 
IIP  izoionska točka (angl. isoionic point) 
MES  2-morfolinoetansulfonska kislina 
MOPS 3-morfolinopropansulfonska kislina 
MOPSO 3-morfolino-2-hidroksipropansulfonska kislina 
NES  disperzijske sile (angl. non electrostatic forces) 
NMR  nuklearna magnetna resonanca (angl. nuclear magnetic resonance) 
OHP  zunanja Helmholtzova ravnina (outside Helmholtz plane) 
PDB  Podatkovna baza proteinov (angl. protein data bank) 
PNIPAM        poliizopropilakrilamid 
SMILES  vrsta računalniškega zapisa molekule (angl. simplified molecular input 
line entry specification) 
TAPS  [tris(hidroksimetil)metilamino]propansulfonska kislina 
TES             2-[[1,3-dihidroksi-2-(hidroksimetil)propan-2-il]amino]etansulfonska 
kislina 
TRIS  tris(hidroksimetil)aminometan 
UV-vis Ultraviolična-vidna spektroskopija 
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1 Uvod  
1.1 Aminokisline 
 
Vsi proteini so biološke makromolekule, s fundamentalno podobno strukturo -  sestavljeni 
so namreč iz aminokislin. Aminokisline so molekule, ki imajo dve funkcionalni skupini, 
in sicer amino in karboksilno skupino. Dve funkcionalni skupini omogočata, da se lahko 
amino skupine ene aminokisline ter karboksilne skupine druge aminokisline povezujejo 
v dolge polimerne verige. Vez med aminsko in karboksilno skupino se imenuje peptidna 
vez, verige, ki so sestavljene iz manj kot 50 aminokislin, pa peptidi. Kadar govorimo o 
proteinih, govorimo o daljših verigah. Individualnim aminokislinam v proteinih pravimo 
aminokislinski ostanki. Dolgo ponavljajočo se sekvenco –N-CH-CO- atomov imenujemo 
peptidno ogrodje oziroma »protein backbone«. [1] 
Aminokisline imajo tako kislo karboksilno kislino kot tudi bazično aminsko skupino, zato 
lahko delujejo kot baze ali kot kisline ter so v različnih pH okoljih različno nabite. V 
vodnih raztopinah s fiziološkimi pogoji se večinoma nahajajo v obliki dipolarnih 
»zwitterionov«. Amino skupina aminokisline je v omenjeni obliki pozitivno nabita, 
karboksilna pa negativno. [1] 
Proteine, z nekaj izjem, sestavlja le 20 različnih α-aminokislin. Oznaka α pomeni, da je 
amino funkcionalna skupina vezana na α C atom. Vse omenjene aminokisline so 
predstavljene na sliki 1. Aminokisline razvrščamo v različne skupine, in sicer glede na 
kemijske lastnosti njihovih stranskih skupin. Lahko so hidrofobne in hidrofilne. Večina 
proteinov je amfipatičnih, kar pomeni, da vsebujejo tako hidrofilne kot hidrofobne 
aminokisline. 19 aminokislin vsebuje primarno aminsko skupino, le aminokislina prolin 
vsebuje sekundarni amin. Vse aminokisline z izjemo glicina imajo kiralni center. To 
pomeni, da lahko aminokisline obstajajo v eni ali drugi enantiomerni obliki. V naravi so 
aminokisline le v eni enantiomerni obliki. [1] 
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Slika 1: 20 α – aminokislin, ki so glede na svoje lastnosti razvrščene v skupine [2] 
Aminokisline lahko razdelimo glede na pKa vrednosti njihovih stranskih skupin, in sicer 
med nevtralne, kisle in bazične. Asparaginska kislina in glutaminska kislina imata 
dodatno karboksilno kislino. Lizin, arginin ter histidin pa imajo dodatno aminsko 
skupino. Med kisle bi lahko uvrstili tudi cistein (tiol) in tirozin (fenol), ki se lahko 
deprotonirata v dovolj bazičnih raztopinah. Človeško telo lahko biosintetizira le 11 
aminokislin, preostalih 9 dobi s prehrano – te imenujemo esencialne aminokisline. [1] 
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Za vsako aminokislino obstaja pH, pri katerem sta nabiti tako amino kot karboksilna 
skupina; v tem primeru aminokislina navzven deluje kot nevtralna molekula. Tej 
vrednosti pH pravimo izoionska točka. Tudi posamezni proteini imajo (tako kot 
aminokisline) svoje izionske točke. Le ta predstavlja kumulativni efekt vseh kislih in 
bazičnih aminokislin, ki jih vsebujejo. Velikokrat se izoionsko točko enači z izoelektrično 
točko, posebej v primerih, ko razlika med točkama ni pomembna. V primeru koloidov in 
makromolekul (kot so proteini) je pomembno razumevanje konceptualne razlike. 
Izoionska točka je pH vrednost, pri kateri ima molekula »zwitteriona« enako število 
pozitivnih in negativnih nabojev brez adsorbiranih specij, izoelektrična točka pa je pH 
vrednost, pri kateri je zeta potencial enak 0. Zeta potencial ni odvisen le od nabitosti 
funkcionalnih skupin na površini proteina, pač pa tudi od adsorbiranih specij ter od ionske 
atmosfere proteina. Zeta potencial je povezan z elektrokinetiko; podrobnejša definicija 
potenciala je predstavljena v poglavju Raztopine polielektrolitov. Izoelektronsko točko 
tako določamo z merjenjem zeta potenciala, izoionsko točko pa s potenciometričnimi 
meritvami pri različnih ionskih močeh. [1], [3] 
1.2 Konfiguracije in konformacije proteinov 
 
Za razumevanje proteinov je potrebno razumevanje razlike med konfiguracijo in 
konformacijo. Izraz konfiguracija uporabljamo za definiranje položaja funkcionalne 
skupine, in sicer relativno na drugo funkcionalno skupino. Opazujemo vmesno vez, ki 
ima zelo visoko energijsko bariero rotacije. V tem primeru je pomembno, na kateri strani 
ravnine se nahajajo funkcionalne skupine. Za prehod iz ene konfiguracije v drugo je 
potrebna prekinitev vmesne vezi. [4] 
Število možnih konformacij vsake makromolekule je neskončno. Konformacija 
predstavlja prostorsko orientiranost posameznih skupin, in sicer okoli prosto rotirajočih 
se vezi. S spremembo (tako konfiguracije kot konformacije) ne moremo ustvariti nove 
molekule, lahko pa spremenimo njene lastnosti. Nativna konformacija je funkcionalna 
oblika proteina. Razvita, denaturirana konformacija proteina pa je biološko neaktivna. 
Struktura proteina je tako definirana s kemijskimi lastnostmi polipeptidne verige ter z 
njegovo okolico, katera vpliva na njegovo konformacijo. [4] 
Dolge verige proteinov v raztopinah se običajno (ker so proteini tako veliki) ne nahajajo 
v popolnoma razvitem stanju. V kolikor so v raztopini ugodni pogoji, bodo proteini tvorili 
višje strukturirane enote. [1] 
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Obstajajo štiri ravni strukture proteinov (prikazani na sliki 2):  
 primarna struktura – aminokislinsko zaporedje [1]; 
 sekundarna struktura – opisuje, kako se segmenti peptidne glavne verige 
orientirajo v regularen vzorec. Med najbolj pogoste sekundarne strukture spadata 
α-vijačnica in β-ploskev. [1] 
 Terciarna struktura – opisuje, kako se molekula proteina zavije v 3D strukturo oz. 
topologijo molekule, v kateri so zapisane lokacije vsakega atoma in ostanka. [4] 
 Kvartarna struktura - opisuje, na kakšen način se skupaj povezujejo različne 
polipeptidne strukture ter s tem tvorijo velike agregate. [1] 
 »Molten Globule« - pred kratkih so zaznali še eno obliko urejene 3D strukture, ki 
jo v večini uvrščamo med terciarne strukture. Njena posebnost naj bi bila v tem, 
da se tvori pred nastankom sekundarne strukture ter stabilizira okolico za 
nadaljnjo formacijo vijačnic. [4] 
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  
 
Slika 2: Primarna, sekundarna, terciarna in kvartarna oblika proteina [5]. 
Proteine lahko delimo tudi glede na njihovo 3D obliko, in sicer na fibrilarne in globularne. 
Fibrilarni so v obliki plasti in v primerjavi z globularnimi proteini netopni v vodi. 
Običajno jih najdemo v kostnih matricah, mišičnih vlaknih in povezovalnem tkivu. 
Globularni proteini so bolj kompaktni, sferičnih oblik, topni v vodi ter jih običajno 
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najdemo znotraj celic. Večino karakteriziranih encimov uvrščamo med globularne 
proteine. [1] 
Stabilnost konformacije proteina je pomembna na različnih področjih, kot so biokemija, 
medicina, farmacija in industrija. Interakcije proteina s svojo okolico igrajo ključno vlogo 
pri stabilnosti raztopine. Proteini se običajno nahajajo v raztopinah pufrov, ki držijo 
konstantno pH vrednost in s tem uravnavajo nabitost proteina. Sprememba pH vrednosti 
ima lahko velik vpliv na stabilnost proteinov. Stabilnost strukture proteina ni odvisna 
samo od pH vrednosti pač pa tudi od tipa in koncentracije pufra, soli in dodanih snovi 
(sladkorji…), temperature (T) in koncentracije proteina. Deaktivacija encimov, ki je 
povezana z denaturacijo proteinov, predstavlja resen problem ne samo za zdravlje ljudi 
pač pa tudi za proizvodnjo zdravil. [6], [7]  
Poleg stabilnosti konformacije proteina je potrebno paziti tudi na potencialno agregacijo 
proteina in na sile med koloidnimi delci. Agregacija igra ključno vlogo v raznih 
neurodegenerativnih boleznih kot so Alzheimerjeva, prionska, Parkinsonova in 
amiotrofična lateralna skleroza. [3] 
Da bi lahko bolje razumeli pojave agregacije proteinov ter njegove konformacijske 
stabilnosti, je potrebno izboljšati napovedno moč vpliva soli in pufrov na protein-protein 
interakcije.  [6] 
1.3 HEWL – »Hen Egg-White Lysozyme« oz. jajčni lizocim 
 
Uporabljal sem dve vrsti proteina. Eden izmed njih je bil jajčni lizocim. Le tega uvrščamo 
med močne encime, ki jih najdemo v solzah, slini in človeškem mleku. Ker je majhen, 
enostavno dostopen ter izjemno stabilen, je subjekt obširnih raziskav, ki proučujejo 
njegovo funkcijo in strukturo. [7] 
Deluje kot nespecifična obramba pred bakterijami in glivicami. Je pomembna snov v 
dojenčkovi prehrani; preprečuje diarejo. HEWL je encim, ki ima zmožnost razkrajanja 
polisaharidne arhitekture ter nas zaradi tega lahko bolje ščiti pred bakterijskimi okužbami. 
Zaradi zmožnosti razkrajanja omenjenih arhitektur lahko uniči gram-pozitivne bakterije 
ter dodatno prispeva h krepitvi že obstoječega imunskega sistema. Zaradi proti 
bakterijskih učinkov se ga uporablja tudi v prehranski industriji, in sicer za preprečevanje 
razkroja hrane. [8] 
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Je majhen, enoverižni protein, sestavljen iz 129 aminokislinskih ostankov. V njem so 4 
disulfidni mostički, ki med seboj povezujejo polipeptidno verigo ter stabilizirajo nativno 
konformacijo. Njegova sekundarna struktura je sestavljena iz 4-rih α-vijačnic ter 5-ih β-
plasti. Ko jih povežemo, nastane nekaj β obratov ter nekaj naključnih spiral. Hidrofobni 
aminokislinski ostanki Met, Cys, Leu, Val, Ile, Phe in Trp se večinoma nahajajo v 
notranjosti, medtem ko se hidrofilni in prolin večinoma nahajajo na površini. Na sliki 3 
je prikazana struktura HEWL, ki jo v PDB bazi lahko najdemo pod imenom 1DPX. [8] 
 
Slika 3: Struktura HEWL, ki jo v PDB bazi najdemo pod imenom 1DPX (slika 
izrisana s programom YASARA).  
Je termično stabilen, s temperaturo denaturacije ~ 54 °C [9] in tališčem ~ 72 °C (pri pH 
5) [10]. Svojo aktivnost obdrži v večjem območju pH vrednosti, in sicer med 6 in 9. [11] 
Ker ima ogromno bazičnih aminokislinskih ostankov, je njegova izoelektrična točka 
izjemno visoka - 11,35. [12] Njegova molekulska masa znaša približno 14,5 kDa. [7] 
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1.4 BSA – »Bovine Serum Albumine« - Goveji serumski albumin 
 
Protein, ki sem ga uporabljal za namene svoje raziskave, je tudi goveji serumski albumin 
ali BSA. 
Albumini so skupina kislih proteinov, ki se pogosto pojavljajo v telesnih tekočinah, tkivih 
sesalcev in nekaterih rastlinskih semenih. V primerjavi z globulini so topni v vodi ter 
imajo nizko molekulsko maso. Prav tako jih enostavno kristaliziramo. Albumin nase veže 
vodo, Ca2+, Na+ in K+. Zaradi hidrofobne reže nase veže maščobne kisline, bilirubin, 
hormone ter različne farmacevtske droge. Njegova glavna biološka vloga je reguliranje 
koloidnega osmotskega tlaka krvi. S tem se telesne tekočine pravilno razporedijo med 
tkiva in žile. Človeški in goveji serumski albumin vsebujeta 16 % dušika; v študijah 
proteinov se ju velikokrat uporablja kot standarda. Njegovo strukturo si lahko ogledamo 
na sliki 4. Lahko jo najdemo v PDB bazi podatkov, in sicer pod imenom 3V03. [13] 
BSA je sestavljen iz 583 aminokislinskih ostankov, njegova molekulska masa znaša 66,5 
kDa. Izolektrična točka BSA se v vodi (pri 25°C) giblje med 4,7 in 4,9. V pH območju  
med 5 in 7 ima 17 disulfidnih mostičkov. Vsebuje 1 tiolno skupino. pH njegove 1 % 
raztopine je med 5,2 in 7. Njegov Stokesov radij naj je ~ 3,48 nm. Njegova difuzijska 
konstanta v vodi je 5,9*10-7 cm2/s. Sestavljen je iz približno 54 % α-vijačnic in 18 % β-
plasti. Stabilnost in reverzibilnost sekundarne strukture naj bi se porušila pri temperaturi 
54 °C. [13] 
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Slika 4: Struktura BSA, ki jo v PDB bazi najdemo pod imenom 3V03 (Slika 
izrisana s programom YASARA). 
1.5 Vpliv soli in ionov na proteine 
 
Vodne raztopine proteinov običajno vsebujejo pufre, ki uravnavajo njihov pH  ter skrbijo 
za njihovo stabilnost. Ob molekulah pufrov so velikokrat prisotne tudi nizko molekularne 
soli. Vplivi pufrov in soli na lastnosti raztopine proteinov so zelo slabo raziskani. Za 
boljše razumevanje stabilnosti je potrebna izboljšava razumevanja vpliva soli in pufrov 
na interakcije protein-protein, protein-topilo ter protein-elektrolit. Čeprav veliko molekul 
pufra spada pod soli, sem jih posebej obravnaval tam, kjer so večinoma raziskovali vplive 
pufrov na stabilnost posameznih proteinov. [6] 
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Najbolj pogosta razlaga vpliva soli na proteine je njihova povezava s Hofmeistrovo vrsto. 
Obstaja močna korelacija med Hofmeistrovo vrsto za anione in njihovim inkrementom 
molalne površinske napetosti, ki pravi, da je vzrok izsoljevanja (zaradi preferenčne 
izključitve ionov) izven njihovega območja nizke dielektričnosti znotraj proteina. V 
kolikor bi bil to edini mehanizem vpliva soli na proteine, bi vse soli zmanjšale topnost 
proteinov. Izjeme tega pravila so kaotropni anioni in divalentni kationi, ki vsoljujejo 
proteine pri srednje velikih ionskih močeh. Ta efekt povezujejo s preferenčno interakcijo 
soli s površinskimi polarnimi funkcionalnimi skupinami proteina. Celoten efekt je tako 
odvisen od tekmovanja med preferenčno adsorbcijo na površino proteina in interakcijo 
izključitve zaradi preference iona po hidrataciji. V primeru anionov sta ta dva efekta 
aditivna. Po drugi strani imajo divalentni kationi visoke površinske inkremente, navkljub 
temu pa se hkrati dobro adsorbirajo na površino ter vsoljujejo protein. Zaradi visokih 
površinskih inkrementov in hkrati dobre adsorbcije, vrsta za katione ni tako enosmerna 
kot za anione. Učinki vsoljevanja in izsoljevanja so pomembni pri visokih ionskih močeh, 
pri manjših pa se efekt tipa soli opazi po različnih jakostih ionskih vezavnih afinitetah (na 
nabite proteinske skupine) in po samih elektrostatskih interakcijah. [14] 
Naslednja stvar, s katero se soočamo, je identificiranje mest za vezavo ionov. Vezava 
ionov s proti- ioni naj bi sledila zakonu o podobnih afinitetah do vode. Kaotropni anioni 
se radi vežejo na kaotropne aminske skupine in hkrati delno na sosednje nepolarne dele. 
Vezava na nepolarne dele naj bi bila boljša v primeru, ko so na sosednjih mestih elektron-
privlačne skupine. Kozmotropni kationi, med katere spadajo divalantni kationi, se radi 
vežejo na kozmotropne karboksilate. [14] 
Pomemben napredek raziskav je bil narejen s preučevanjem interakcij protein-protein. 
Poizkušali so določiti vpliv soli na interakcije protein-protein, in sicer v različnih 
območjih ionske moči. Razdelili so ga na območje nizke koncentracije, ki je segalo do 
vrednosti 275 mM, kjer prevladujejo efekti adsorbcije na površino proteina in efekti 
senčenja elektrostatskih interakcij. Nad to vrednostjo pa so interakcije protein-protein 
neodvisne od pH, prevladujejo pa učinki vsoljevanja in izsoljevanja. [14] 
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Opažena je bila razlika pri vezavi Cl- in F- na površino proteina. Klor, ki je šibko 
hidratirana specija, se rad veže na šibko hidratirane pozitivne naboje proteina (po zakonu 
o podobnih afinitetah do vode). Na ta način lahko ioni klora na površini proteina (kot sta 
lizin in argin) zmanjšajo elektrostatski odboj med posameznimi pozitivnimi skupinami. 
Navkljub temu, da bi moral imeti F- podobno dolgosežno elektrostatsko interakcijo kot 
Cl-, se pri podobnih koncentracijah F- obnaša drugače. Pri nižjih in primerljivih 
koncentracijah s Cl-, bo deloval inertno, pri višjih koncentracijah pa se bo vezal na kisle 
vodikove atome proteina. pKa kislega protona amida je ~15 in guanidinske funkcionalne 
skupine 12,5. Interakcija ima nekaj kovalentnega karakterja, v manjši meri pride do 
prenosa naboja. Razlika med vedenjem Cl- in F- naj bi se pojavila zaradi njune različne 
afinitete po molekulah vode. Eden izmed načinov za napoved vezave posameznih ionov 
na površino je torej njihova razporeditev med kozmotropne in kaotropne ione. To velja 
tako za preproste anione, kot sta Cl- in F-, kot za močno hidratirane molekule fosfata, ki 
se vežejo na amidni proton ter močno hidratirane molekule karboksilata in sulfata, ki se 
vežejo na funkcionalno skupino gvanidina. [15] 
Podobne raziskave so bile narejene tudi za močno hidratirane katione. Izsledki raziskav 
nakazujejo, da kationi, ki imajo visoko gostoto naboja, interagirajo z nesparjenimi 
elektronskimi pari vode in proteinov. Ca2+ destabilizira proteine, in sicer s formiranjem 
močne kemijske interakcije z elektronskim parom kisika amida, ki sestavlja glavno 
peptidno verigo ter nanjo prenese naboj iz 4s orbitale. Enak pojav je bil opažen za Ba2+. 
[15] 
Pri obravnavi proteinov težje verjamemo trditvi zakona o podobnih afinitetah do vode 
(ioni nasprotnega naboja formirajo kontaktne pare, ko imajo podobno afiniteto do vode), 
saj se običajno pozitivni naboji proteinov, sestavljeni iz različnih oblik slabo hidratiranih 
aminskih skupin, nahajajo impregnirani v nevtralnem ogljikovodikovem skeletu. 
Pričakovali bi, da se bodo preko Columbove sile bolj povezovali z negativnimi specijami. 
Šibkejše hidratiran ion torej lahko tvori močnejšo interakcijo s proteinom, in sicer zaradi 
interakcij z nevtralno skeletno površino. Potencialna dodatna interakcija z nepolarnim 
skeletom nam sporoča, da interakcije iona s proteinom ne morejo biti razložene le z 
zakonom o podobnih afinitetah do vode. Interakcija je bolj kompleksna.  [15] 
Raziskave nakazujejo, da formacija kontaktnih ionskih parov efektivno nevtralizira naboj 
na površini, medtem ko s topilom ločeni ionski pari tega ne storijo in dovoljujejo nadaljnji 
elektrostatski odboj med enako nabitimi skupinami. [15] 
  
Matej Jaklin, Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL 
 
12 
 
V primeru monovalentnih kationov so opazili, da se podobno kot anioni vežejo na 
površino proteina in s tem nevtralizirajo naboj na njem. Uspešnost nevtralizacije naboja 
sledi trendu Na+ > K+ > Li+ ~ Cs+. Efektivna nevtralizacija karboksilatnega naboja 
nakazuje formacijo ionskih kontaktnih parov. [15] 
Vedno bolj očitno postaja, da v raztopinah proteinov pri različnih koncentracijah soli 
prevladujejo različni efekti. Do koncentracije 0,2 M naj bi bili efekti ionov posledica 
direktne vezave na polarne in nasprotno nabite skupine proteina. Posebnost so nizko 
hidratirani ioni, ki se lahko adsorbirajo na nepolarna področja. Vezava v tem območju 
lahko povzroči spremembo predznaka naboja proteina. Nad koncentracijo 0,2 M začnejo 
dominirati indirektni efekti. Ioni začnejo vplivati na solvatacijo proteina, s katerim 
tekmujejo za okoliško vodo, kar je opisal s svojo vrsto opisal že Hofmeister. Visoke 
koncentracije nevtralnih ali dobro hidratiranih ionov povečajo površinsko napetost (na 
nepolarnih mestih), kar vodi do agregracije. [15] 
1.5.1 Vplivi soli na protein HEWL 
Trivalentni kationi naj bi se močno vezali na proteine, ki imajo veliko pozitivno nabitih 
funkcionalnih skupin, med katere spada tudi HEWL. Naboj HEWL-a znaša pri pH 4,5 
okoli +10 in nase (na svoje aktivno mesto karboksilatnih anionov)  veže trivalentni Yb3+. 
[15] 
Raziskave so potrdile dobro vezavo SCN-, srednjo vezavo Cl- in slabo vezavo SO4
2- na 
lizocim. SCN- in Cl- sta delovala kot dobra spodbujevalca kristalizacije lizocima iz 
raztopine, medtem ko je SO4
2- deloval slabše. SO42- verjetno prekomerno negativno 
nabije protein in mu s tem poveča  topnost. Ta raziskava potrjuje hipotezo o boljši vezavi 
kaotropov, in sicer zaradi boljše vezave z nepolarnim skeletom proteina. [14] 
Nekateri kloridni anioni, ki so vezani na HEWL, niso v kontaktu z nobenim pozitivnim 
nabojem, temveč se vežejo na stransko skupino Asp, kar si razlagamo s tem, da so 
aminske skupine nekoliko bolj kisle od vode. Razlog za vezavo na omenjeno skupino naj 
bi bil v prenosu negativnega naboja iz Cl- na kisik v amidni funkcionalni skupini. [15] 
1.5.2 Vplivi soli na protein BSA 
Vplive preprostih soli na protein BSA so raziskovali s kalorimetrično študijo, ki je bila 
izvedena z izotermno titracijsko kalorimetrijo. S protein-pufer raztopino (pri različnih pH 
vrednosti) so merili entalpijo mešanja soli. Merili so jo v treh pH območjih ter v ta namen 
uporabljali 3 različne pufre; acetat (pH 4,0), MOPS (pH 7,2) in boratni pufer (pH 9,2). 
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Naboji proteinov (v 0,01 M NaCl raztopinah, za podane pH-je) pufrov so; +20 za acetatni,  
MOPS -15 in  boratni -25. Maksimalna koncentracija soli je bila 0,035 M, začetna 
koncentracija proteina pa 20 mg/ml. Pri preiskovanju vpliva anionov so vse soli 
vsebovale natrijev kation ter so se razlikovale po vrsti aniona. V primeru preiskovanja 
kationov so uporabljali soli s kloridnim anionom ter spreminjali katione. Opazovali so 
koncentracijski odziv entalpije mešanja različnih soli. V vseh pufrih so dobili eksotermni 
odziv, izjeme so bili LiCl, KCl in NaCl v boratnem pufru. Občutljivost entalpijskega 
odziva mešanja je bila v vseh pH območjih veliko večja pri anionih kot pri kationih. 
Pričakovali bi, da bo v primeru negativne nabitosti proteina občutljivost sproščene 
energije s spreminjanjem kationov veliko večja (absolutno) od eksperimenatlno dobljenih 
vrednosti. S teoretičnim računom so pokazali, da velik del sproščene entalpije mešanja ni 
posledica Coulombske interakcije. [6] 
Z višanjem koncentracij soli (pri istem pH) se manjšajo zeta potenciali. Površinski 
električni potenciali so vedno manjši zaradi vedno bolj senčenih elektrostatskih interakcij. 
Spremembe v različnih IEP ter IIP točkah (pri različnih koncentracijah soli) naj bi bile 
posledica močnejših NES sil anionov (v primerjavi s kationi), zaradi česar pride do 
neenakomerne vezave ionov na površino proteina. To pomeni, da površina ni več 
enakomerno nabita. Naboji adsorbiranih ionov se tako lahko kompenzirajo le z višjo 
koncentracijo H+ (v neodvisnem delu raztopine), kar privede do spremembe IEP k nižjim 
pH vrednostim. Višja koncentracija anionov na površini pa povzroči večji privlak H+ 
ionov k površini proteina, kar povzroči, da se IIP premakne k višjim vrednostim, in sicer 
zaradi zmanjšanja koncentracije H+ neodvisne raztopine. [3] 
Še ena raziskava na BSA je preučevanje ion-specifičnih efektov. Efekte so proučevali pri 
fizioloških pogojih, z merjenjem difuzivnosti. Meritve so izvajali pri 0,1 M koncentraciji 
soli. Rezultati raziskave navajajo, da je vezava ionov na protein odvisna tako od 
kozmotropnih in kaotropnih lastnosti ionov kot od njihove polarizabilnosti. Ionski par 
med proteinom in ionom, ki je bil ustvarjen na novo (po zakonu o podobnih afinitetah do 
vode) ter višja polarizabilnost, pomenita večjo verjetnost vezave. Ker je polarizabilnost 
anionov višja od kationov, je efekt vezave anionov na nepolarna področja bolj izražen. 
Difuzivnost je v primeru kationov sledila trendu zvona in je bila za Cs+ in Li+ kation 
približno enaka. Sleditev trendu zvona je posledica vezave kationov na karboksilatno 
skupino proteina, ki je kozmotropna, kar pomeni, da se nanjo v največji meri veže litij. 
Litijev ion je hkrati najmanj polarizabilen. Efekta polarizabilnosti in zakon o podobnih 
afinitetah do vode za katione se med seboj odštevata, kot rezultat pa dobimo zvonasto 
krivuljo. V primeru anionov se efekta seštevata, odvisnost pa je linearna. [16] 
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1.6 Pufri in njihovi vplivi na proteine 
 
Glavna naloga pufrov (v katerihkoli formulacijah ali raztopinah) je kontrola njihovega 
pH-ja. Vedno bolj pa v ospredje prihajajo njihovi specifični efekti, ki vplivajo na topnost 
in stabilnost (tako za tekoče formulacije proteinov, kot za njihove liofilizirane oblike). 
[17] 
1.6.1 Delovanje in lastnosti pufrov 
Pufrski sistemi so običajno sestavljeni iz dveh kemijskih specij, ki se razlikujeta le v 
svojem stanju protonacije. Običajno sta to kislina in njena konjugirana baza ali pa baza 
in njena konjugirana kislina. Henderson-Hasselbachova enačba nam pove, da je efektiven 
pH pufra odvisen od relativnega razmerja med obema specijama ter pKa vrednosti 
uporabljene kisline oz. baze. [17] 
Vrednost pKa ali ionizacijska konstanta je enaka pH vrednosti, kjer je molekula 50 % 
ionizirana. Konstante lahko izmerimo s pomočjo titracije, elektroforeze, elektrokemije ali 
NMR-a. [17] 
Še ena pomembna lastnost pufrov je njihova kapaciteta. Pufrska kapaciteta je definirana 
kot upor proti spremembi pH vrednosti (ob dodatku kisline ali baze). V kolikor izpeljemo 
enačbo ter narišemo funkcijo (pufrska kapaciteta specije v odvisnosti od pH), vidimo, da 
dobimo lokalni maksimum, kadar je pH vrednost raztopine enaka pKa vrednosti 
preučevane pufrske specije. Kapaciteta pade za 2/3 vrednosti, ko se od te vrednosti 
odmaknemo za 1 enoto. [17], [18] 
 Pufer je za uravnavanje pH-ja posledično uporaben le v bližini svoje pKa vrednosti. Ker 
ima veliko pufrov več kot eno ionizirijajočo skupino, imajo lahko več pH območij 
uporabnosti. [17] 
Stopnja ionizacije se spreminja s temperaturo, zato se bo z njo spreminjala tudi pH 
vrednost pufrskega sistema, kar je pomembno,  kadar shranjujemo pH občutljive vzorce. 
[17] 
Za poliprotične spojine, kot so proteini, lahko glede na njihovo lokalno okolje pride do 
sprememb njihovih pKa vrednosti. Velika količina ionizabilnih skupin ter velika pokritost 
pKa območja proteinov pomenita, da lahko proteini delujejo kot pufri sami sebi. [17] 
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Stopnja ionizacije pufra je odvisna od prisotnosti soli. Dodatek različnih 1 M soli je 
zmanjšal pH natrijevega fosfatnega pufra iz vrednosti 7 na manj kot 6,5. Večje 
spremembe pH vrednosti so bile opažne z dodatki natrijevih soli.  [17] 
Veliko analiz kaže, da imajo različne vrste proteinov različno preferenco po tipih pufrov. 
[17] 
1.6.2 Splošni vplivi pufrov na proteine  
Vplivi soli in pufrov na stabilnosti proteinov terjajo dodatno razlago. Ko se omenja 
stabilnost proteinov, lahko govorimo o treh tipih stabilnosti; konformacijski, koloidni ali 
medfazni stabilnosti. Mehanizmi so en z drugim močno povezani, običajno pa je eden 
posledica drugega. Konformacijska stabilnost se nanaša na temperaturo denaturacije. V 
kolikor z dodatkom pufra povišamo temperaturo denaturacije, s tem povečamo njegovo 
stabilnost. Koloidna stabilnost je povezana s interakcijami protein-protein in potencialno 
agregacijo, s čimer je povezana tudi medfazna napetost in interakcije protein-topilo. [17] 
Najbolj pogost način konformacijske stabilizacije s pufri je vezava pufrov na protein, in 
sicer kot ligandi. Vzrok za to naj bi bil v preferenčni vezavi ali interakciji pufra z nativnim 
stanjem proteina, kar naj bi celoten sistem stabiliziralo. Vpliva na denaturirano stanje naj 
ne bi bilo. Opaženo je bilo, da h konformacijski stabilizaciji in višanju temperature 
denaturacije (pri večini primerov proteinov) pripomorejo fosfatni, citratni, acetatni in tris 
pufer. Natančen vzrok za stabilizacijo še ni znan. [17] 
Drugi efekt, ki je pomemben kot relativna konformacijska stabilizacija, je efekt 
izključenih topljencev, ki stabilizira globularne proteine. Stabilizacijski efekt se pri nizkih 
koncentracijah le redko zgodi, zato ga težje opazimo, prevladuje pa pri višjih 
koncentracijah pufrov. Pri ne tako ostrih pogojih je bil opažen pri citratu, glicinu in 
acetatu. Deluje na principu, da se molekule pufra preferenčno izločijo iz površine 
makromolekule. S tem se poveča prosta energija sistema, ker pa ima denaturirana oblika 
proteina večjo površino, se prosta energija njenega stanja poveča, posledično pa nativna 
oblika postane bolj stabilna. Mehanizem običajno povzroči zmanjšanje volumna 
makromolekule. [17] 
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Do nedavnega so mislili, da pufri pripomorejo h koloidni stabilnosti raztopine proteinov 
le z uravnavanjem pH raztopine. Novejše raziskave pa navajajo, da imajo lahko proteini 
vpliv na interakcije protein-protein, in sicer izven svojih optimalnih pH območji uporabe. 
Bolj nabiti pufri lahko povečujejo ionsko moč raztopine in s tem senčijo elektrostatsko 
odbojno interakcijo, kar zmanjša koloidno stabilnost. V primeru citrata je bila opažena 
vezava na površino proteina in sprememba neto naboja makromolekule. S tem se je 
spremenila koloidna stabilnost proteina. Podoben efekt je bil opažen za fosfat. [17] 
Pufri lahko spreminjajo reaktivnost kovin in na ta način povečajo oz. zmanjšajo aktivnost 
proteinom ali pa jih celo poškodujejo. To je značilnost citratnih pufrov. [17] 
Že nekaj časa je znano, da lahko sprememba pH raztopine povzroči hidrolizo aminskih 
skupin, peptidnega ogrodja, Asn in Gln stranskih verig. Do tega najtežje pride v pH 
območju med 3 in 6. Poleg vpliva pH-ja lahko reakcije katalizirajo tudi specifični pufri. 
Običajno sta za to odgovorna glicin in fosfatni pufer. Efekt je odvisen od pH-ja, 
koncentracije pufra in temperature. V kolikor se pojavi težava hidrolize aminskih skupin, 
je priporočljiva uporaba minimalne koncentracije pufra. [17] 
Ko govorimo o dolgoročni stabilnosti, moramo biti previdni, saj lahko določeni pufri 
razpadejo. V eni izmed študij je bila opažena fotodegradacija citrata, kar je pripeljalo do 
acetonacije proteina. Do tega najtežje pride v pH območju med 3 in 6. Poleg vpliva pH-
ja lahko reakcije katalizirajo tudi specifični pufri. Običajno sta za to odgovorna glicin in 
fosfatni pufer. Efekt je odvisen od pH-ja, koncentracije pufra in temperature. V kolikor 
se pojavi težava hidrolize aminskih skupin, je priporočljiva uporaba minimalne 
koncentracije pufra. [17] Za nekatere proteine so bili opaženi kovalentni adukti, in sicer 
med citratom in hidroksilnimi skupinami Ser in Thr. Fizikalna nestabilnost je najbolj 
izražena za fosfatni pufer. Običajno je to posledica formacije kompleksov z določenimi 
kovinskimi ioni, ki so netopni. [17] 
Zanimiva je vezava anionskega fosfata (z vodikovimi vezmi) na območja z negativnim 
nabojem, ki imajo karboksilatne stranske verige. Pričakovali bi, da se bosta skupini z 
negativnim nabojem med seboj odbijali. Elektrostatske sile več kot očitno niso tako 
močne v vodnih medijih. [15] 
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Pri fosfatu pogosto opažamo, da se veže na nevtralno glavno glicinsko verigo. Ker so 
amidni protoni bolj kisli od vodnih protonov, se anioni z visoko gostoto naboja (kot sta 
F- in Cl- ) pogosto vežejo na aminske skupine. Nevtralna glicinska veriga se zdi najbolj 
pogosto vezavno mesto fosfata in skoraj tretjina vezavnih mest proteinov (za negativni 
fosfat) z njim ne tvori ionskega para. Ugotovili so tudi, da energija vezave fosfata na 
protein ni odvisna od njegove jakosti naboja. [15] 
1.6.3 Vplivi pufrov na protein HEWL  
Ena izmed študij preiskuje vpliv bioloških pufrov TRIS-a, TAPS-a in TES-a na stabilnost 
lizocima. Uporabili so naslednje tehnike; UV-vis, flurescenco, termično florescenco, 
FTIR, CD in DLS. Eksperimenti so bili izvedeni pri pH 7, kar pomeni, da je bil protein 
pozitivno nabit, saj je njegova izoelektrična točka enaka 11,35. Rezultati prikazujejo višjo 
stabilnost lizocima zaradi opažene višje temperature denaturacije. CD prikazuje parcialno 
uničevanje sekundarne strukture z višanjem koncentracije pufrov, navkljub temu, da 
ostane terciarna struktura skoraj nedotaknjena. Zmanjšanje intenzitete IR amidnega I vrha 
povezujejo z zmanjšanjem sekundarne strukture ali zmanjšanjem vodikovih vezi s 
topilom. Intenziteta emisije floroforja se zmanjša, navkljub temu, da se kromofor Trp 
nahaja v notranjosti proteina. V prisotnosti pufrov pride do modrega premika. Zmanjšanje 
intenzitete in modri premik bi se lahko zgodila zaradi fizičnega dostopa pozitivno nabitih 
aminokislinskih ostankov k kromoforju. S povečavanjem koncentracije pufrov DLS 
prikaže majhno povišanje hidrodinamskega radija. Predvidevamo, da se radij poviša 
zaradi vezave molekul pufra na lizocim ali pa delnega uničenja sekundarne strukture. [7] 
Ena izmed raziskav nakazuje, da fosfatni pufer destabilizira lizocim. Licozim je v pufru 
podvržen hidrolizi aminskih skupin. Jakost hidrolize se poveča s povečevanjem 
koncentracije. [17] 
1.6.4 Vplivi pufrov na protein BSA 
Ena izmed raziskav vplivov pufrov na proteine raziskuje interakcije MES, MOPS in 
MOPSO pufrov, ki spadajo med Goodove pufre. Sprva so preučevali vplive pufrov na 
molekulo PNIPAM, nato pa še na protein BSA. Prišli so do ugotovitve, da višji kot je 
dipol molekul pufra, bolje interagirajo z molekulami vode. Do ugotovitve so prišli s 
preučevanjem termične stabilnosti BSA, in sicer z DLS, FTIR in UV-vis tehniko. 
Ugotovili so, da prej omenjeni pufri interagirajo s peptidnim ogrodnjemm, kar vodi do 
stabilizacije BSA. [19] 
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2 Namen dela  
Dosedanja teorija električnega kontinuuma preprosto ni zadostna za natančno obravnavno 
raztopin elektrolitov. V kolikor želimo napovedati koloidno in strukturno stabilnost 
raztopine bioloških makromolekul, moramo precej bolje razumeti specifične vplive 
različnih specij (ionov, pufrov) na omenjeni stabilnosti raztopine makromolekul. 
Specifične vplive je potrebno povezati z lastnostmi bioloških makromolekul ter s 
specijami, s katerimi interagirajo. 
Namen mojega dela je izboljšati razumevanje raztopin proteina, pufrov in soli. Z  
merjenjem velikosti delcev in zeta potenciala sem lahko posredno preučeval interakcije 
protein-protein, protein-sol in protein-pufer. Interakcije sem preučeval tako, da sem v 
prvem delu meril odvisnost zeta potenciala in velikosti delcev raztopine HEWL od 
koncentracije različnih vrst pufrov (v koncentracijskem območju od 0,01 M do 0,5 M). 
Želel sem preučiti vpliv vrste pufra, koncentracije pufra, pH raztopine ter koncentracije 
proteina.  
V drugem delu sem poleg vpliva pufrov na protein BSA preučeval vplive različnih vrst 
alkalijskih soli (NaCl, NaBr in NaI; LiCl, NaCl, KCl, RbCl in CsCl), in sicer v 
koncentracijskem območju od 0,1 M do 1,75 M dodane soli.  
Pridobljene eksperimentalne podatke sem poskusil povezati s teoretičnimi izračuni. 
Pomagal sem si z molekulsko dinamiko in uporabljal metodo molekulskega sidranja. 
Preučeval sem vplive ter izračunal vezavno energijo različnih vrst pufrov na protein 
HEWL.  
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3 Eksperimentalne metode  
3.1 Priprava raztopin 
3.1.1 Priprava pufrskih raztopin 
Reagenti in laboratorijski pripomočki: 
 Merilna buča – (2000 ml, 1000 ml) 
 Čaša (1000 ml) 
 Pipete Thermo Scientific (0,5 – 5 ml) 
 Nuča 
 Kapalka 
 Magnetno mešalo 
 Standardna pufrska raztopina ftalata, pH 4,00 pri 20°C  (Certipur buffer solution, 
Merck) 
 Standardna pufrska raztopina fosfata, pH 6,88 pri 20°C  (Certipur buffer solution, 
Merck) 
 Standardna pufrska raztopina ftalata, pH 9,22 pri 20°C  (Certipur buffer solution, 
Merck) 
Oprema: 
 Magnetni mešalnik (Tehtnica Rotamix 550 MM) 
 pH-meter (Iskra pH meter MA 5740, elektroda Mettler Toledo, Lab Micro) 
Postopek priprave založnih raztopin pufra: 
Magistrsko delo je razdeljeno na dva dela; na preučevanje vpliva pufrov na protein 
HEWL ter na vpliv soli in pufrov na protein BSA.  
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V prvem delu sem pripravljal raztopine pufrov pri naslednjih 5-ih različnih 
koncentracijah; 0,5 M; 0,25 M; 0,1 M: 0,05 M ter 0,01 M. Pripravil sem pufre Bis-Trisa 
in Glicina (pri pH 9,00) ter Fosfata, Glicina in KCl-HCl (pri pH 2,00). 
Uporabil sem standardno enačbo za koncentracije ter izračunal količino soli, ki sem jo 
dodal, da bi dobil želeno koncentracijo 𝑚𝑠𝑜𝑙𝑖 𝑝𝑢𝑓𝑟𝑎 = 𝑐ž𝑒𝑙𝑗𝑒𝑛𝑎 ∙ 𝑉𝑟𝑎𝑧𝑡 ∙ 𝑀𝑝𝑢𝑓𝑟𝑎. V primeru 
fosfata sem uporabil Henderson-Hasselbachovo enačbo, saj sem za pripravo pufra soli 
uporabil Na2HPO4 ter KH2PO4: 𝑝𝐻 = 𝑝𝐾𝑎 + 𝑙𝑜𝑔
[𝐴−]
[𝐴𝐻]
. Vrednost pKa za H2PO4
- je 2,15.  
Sprva sem stehtal ter v 1000 ml čašo dodal izračunano količino soli. Do oznake 800 ml 
sem dodal deionizirano vodo. pH meter sem kalibriral z zgoraj navedenimi standardnimi 
pufrskimi raztopinami ftalata (pH 4,001 pri 20°C), fosfata (pH 6,881 pri 20°C) ter borata 
(pH 9,225 pri 20°C). pH meter sem kalibriral v dveh točkah in sicer sem za kalibracijo 
raztopin pri pH 2 uporabil ftalat in fosfat ter za raztopine pri pH 9 uporabil fosfat in borat. 
Za homogenost raztopine sem poskrbel z magnetnim mešalom. Raztopini sem izmeril pH 
ter z NaOH ali HCl uravnal pH na željeno vrednost. Ko je bil pH uravnan, sem vsebnost 
čaše prelil v 1000 ml bučko ter jo z deionizirano vodo razredčil do oznake. Na ta način 
sem pripravil 0,5 M raztopino, ki je najbolj koncentrirana. Ostale raztopine sem pripravil 
s pipetiranjem izračunanega volumna 0,5 M raztopine ter ponovil prejšnji postopek. 
Pomagal sem si z enačbo 𝑉1 ∙ 𝑐1 = 𝑉2 ∙ 𝑐2, kjer c2 predstavlja željeno koncentracijo, c1 0,5 
M koncentracijo, V2 končen volumen raztopine in V1 volumen, ki ga moramo pipetirati. 
20 mM pufra acetata in citrata (pri pH vrednosti 4,3) sem pripravljal v primeru 
preučevanja vpliva soli na BSA. Ker sem vplive soli preučeval za BSA protein, katerega 
je bilo potrebno dializirati, sem potreboval večje količine pufra 10 L. Citrat sem 
pripravljal na enak način kot je omenjeno zgoraj, le da sem uporabljal 2000 ml čašo in 
2000 ml bučko. pH-ja nisem umerjal na prej omenjen način, temveč sem pufer prelil iz 
vseh 2000 ml bučk  v 10 L čašo. Ko sem postopek ponovil 5x, sem končni raztopini 
uravnal pH vrednost. 
Pri acetatu raztopin nisem pripravljal s tehtanjem, ampak iz že pripravljene ocetne kisline 
s točno določeno gostoto. Iz enačbe za gostoto 𝜌𝑧𝑎𝑙𝑜ž𝑛𝑎 =
𝑚𝑎𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡
𝑉𝑧𝑎𝑙𝑜ž𝑛𝑒
 sem izrazil maso 
acetata in jo vstavil v enačbo za koncentracijo 𝑚𝑎𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡 = 𝑐 ∙ 𝑉𝑟𝑎𝑧𝑡 ∙ 𝑀𝑎𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡. Na ta način 
sem lahko izračunal, koliko založnega volumna acetata potrebujem za pripravo 2000 ml 
raztopine 20 mM pufra. 
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Vse omenjene pufre je bilo potrebno zaradi nečistoč prefiltrirati s t.i. nučiranjem. Sprva 
sem preko filtra spustil majhno količino pripravljenega pufra ter ga zavrgel. S tem se 
omočil filter in odstranil dodatne nečistoče iz steklovine. Z majhno količino 
prefiltriranega pufra sem nato očistil plastične posode ter v njih shranil preostali pufer in 
jih pospravil v hladilnik. 
3.1.2 Priprava raztopin proteina HEWL in BSA 
Reagenti in laboratorijski pribor 
 BSA, trden 25 g (Sigma Aldrich > 96%, hranjen pri 5°C) 
 Centrifugirke 50 ml 
 Žlička 
 Kovinska spatula 
 20m M acetatni ter citratni pufer pri pH 4,3 
 Pufra bis tris ter glicin pri pH 9,0 s koncentracijami (0,5 M; 0,25 M; 0,1 M; 0,05 
M; 0,01 M) 
 Pufri fosfata, glicina in KCl/HCl pri pH 2,00 s koncentracijami (0,5 M; 0,25 M; 
0,1 M; 0,05 M; 0,01 M) 
 Dializna čreva (Spectrum, Spectra/por molecularporous membrane tubing, 
MWCO: 3500) 
 Magnetna mešala 
 Pipeta Thermo Scientific (0,5 – 5,0 ml) 
 Filter (0,22 µm, Sartorius Ministart Syringe filter) 
 Brizge 2 ml (BD Discardit II) 
 Kiveta (l = 1 mm) 
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Oprema: 
 Tehtnica (Acculab do 220 g, d = ± 0,1 mg) 
 Dva magnetna mešalnika (Tehtnica Rotamix S-10, Tehtnica Rotamix SHP-10) 
 Spektrofotometer (Agilent Technologies, Cary 100, Cary Series UV-Vis 
Spectrophotometer) 
 Centrifuga za odstranitev nerastopljenih trdnih delcev (Tehtnica, Centric 322A) 
 Centrifuga za koncentiranje proteina (eppendorf, Centrifuge 5702 R) 
Postopek priprave raztopine proteina HEWL 
Priprava raztopin HEWL se nekoliko razlikuje od priprave BSA, saj raztopine HEWL v 
nadaljevanju ni bilo potrebno dializirati. 
Pripravljal sem 5 mg/ml raztopine proteina v zgoraj omenjenih pufrih. Pripravil sem tudi 
4 različne raztopine proteina, in sicer v 0,1 M pufru glicina (pri pH 9,0, s koncentracijami 
0,5; 1,0; 2,0 ter 2,5 mg/ml), s katerimi smo želeli preveriti koncentracijsko odvisnost zeta 
potenciala. Protein sem stehtal in dodal v 10 ml veliko vialo ter ga popolnoma raztopil v 
prej pripravljenem pufru. V kolikor se protein ni želel raztopiti, sem si pomagal z 
magnetnim mešalom ali pa celotno vialo z raztopino potopil v ultrazvočno kopel. 10 ml 
raztopine sem nato z brizgo prefiltriral skozi majhen 0,22 µL filter ter se znebil nečistoč. 
Uporabljal sem standardno enačbo za masno koncentracijo 𝑐𝑟𝑎𝑧𝑡 =
𝑚𝐻𝐸𝑊𝐿
𝑉𝑟𝑎𝑧𝑡
  . Vrednost 
mase, ki sem jo dobil z enačbo, sem delil s faktorjem 0,9, s katerim sem se želel bolj 
približati željeni vrednosti masne koncentracije. Vrednosti sem se hotel približati zaradi 
možnosti manjših izgub pri pripravi raztopine.  
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Ravno zaradi potencialnih izgub je potrebno določiti natančno masno koncentracijo, kar 
določamo spektrofotometrično, z merjenjem absorbance. Meritve absorbance niso 
zanesljive za previsoke absorbance kot tudi ne za zelo nizke vrednosti. Masno 
koncentracijo proteina sem določeval tam, kjer je bila absorbanca merjene raztopine 
približno 0,5. Absorbanca je po Beer-Lambertovem zakonu definirana kot 𝐴 =
𝑐𝐻𝐸𝑊𝐿 𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡𝑎 ∙ 𝜀𝐻𝐸𝑊𝐿 ∙ 𝑙. A predstavlja absorbanco alikvota, ε predstavlja molarni 
absorbcijski koeficient in l predstavlja dolžino kivete. V kolikor želimo iz izračuna dobiti 
masno koncentracijo proteina, moramo molarni absorbcijski koeficient temu primerno 
spremeniti. Potrebne pretvorbe so za vsak protein običajno podane že v literaturi. [12], 
[13] 
Absorbanco proteinov običajno merimo v območju absorbcije njihovih aminokislin. V 
primeru HEWL proteina merimo absorbanco pri valovni dolžini λ = 280 nm (pri tej 
valovni dolžini absorbirata aminokislini Tyr in Trp), vrednost koeficienta absorbcije pa 
je 2,64 cm2/mg. Uporabljal sem kiveto dolžine 1 cm.  
Glede na stehtano količino proteina je bilo potrebno izračunati, koliko ga je potrebno 
redčiti, da dobimo okvirno absorbcijo 0,5. To storimo s faktorjem redčenja X, ki je 
definiran kot kvocient pričakovane koncentracije proteina ter koncentracije proteina, ki 
bo imela absorbcijo 0,5; 𝑋 =
𝑐𝐻𝐸𝑊𝐿,𝑝𝑟𝑖𝑏𝑙𝑖ž𝑛𝑎
𝑐𝐻𝐸𝑊𝐿,𝑎𝑙𝑖𝑘𝑣𝑜𝑡
. Iz dobljene vrednosti izmerjene absorbance 
sem izrazil koncentracijo alikvota ter jo pomnožil s faktorjem redčenja, s čimer sem dobil 
masno koncentracijo proteina v pripravljeni raztopini. 
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Postopek priprave raztopine BSA proteina 
Največja razlika med pripravo HEWL in BSA je v tem, da je potrebno BSA protein zaradi 
prisotnih nečistoč dializirati. Ker dializa ni enostaven postopek in lahko traja dan ali več, 
sem protein BSA pripravil v večjih količinah. Med dializo se lahko izgubi delež proteina, 
kar je potrebno upoštevati pri začetnih pripravah raztopin proteina. V 4 različne (50 ml 
centrifugirke) sem dodal 6,25 g trdnega BSA proteina ter jih raztopil v 25 ml 20 mM 
acetatnega pufra. Približna masna koncentracija raztopin bi morala biti 250 mg/ml. BSA 
se topi izredno težko, zato se lahko v nekaterih raztopinah začnejo pojavljati bele zaplate 
delcev. Poiskusil sem se jih znebiti, tako da sem v vse centrifugirke dodal magnetno 
mešalo in jih pustil mešati čez noč.  Med mešanjem se je vzorec močno penil. Kar se ni 
raztopilo, sem poskusil razstopiti s pomočjo drgnjenja s kovinsko spatulo. Na koncu sem 
raztopine za krajši čas centrifugiral. Preostali neraztopljeni delci so se tako nabrali na dnu, 
raztopino pa sem lahko dekantiral brez trdnih delcev. 
4 pripravljena dializna čreva, in sicer za vsako raztopino posebej, sem najprej 30 minut 
namakal v mili-Q vodi. Pripravil sem dve 2 L čaši, ki sem ju napolnil s svojim pufrom in 
v vsako pomočil magnetno mešalo. S pomočjo brizg sem v namočena dializna čreva 
prenesel pripravljene raztopine proteina ter jih zatestnil. V vsako 2 L čašo sem postavil 
dve dializni črevi in ju postavil na magnetni mešalnik. Raztopine pufra sem sprva 
zamenjal po 1,5 h, nato pa po 3 h ter raztopine pustil mešati do naslednjega dne. Naslednji 
dan sem še enkrat zamenjal pufer, in sicer za 24 h ter končal dializo. Po dokončani dializi 
sem raztopine (iz vseh dializnih črev) z brizgami (preko filtrov) prefiltriral v skupno 250 
ml stekleno posodo. 
Na enak način, kot sem omenjal za protein HEWL, je potrebno spektrofotometrično 
določiti natančno masno koncentracijo skupne dializirane raztopine BSA proteina. Z UV-
Vis sem določil končno masno koncentracijo, ki je znašala 160,67 mg/ml. Absorbanco 
BSA proteina sem meril pri valovni dolžini λ = 280 nm, za vrednost koeficienta absorbcije 
pa sem uporabil 0,667 cm2/mg. 
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Vsega BSA proteina v acetatnem pufru nisem porabil za nadaljnje meritve, zato sem 
lahko dodatno preveril, kakšen bo odziv mešanic še v citratnem pufru. Preostalo raztopino 
BSA proteina sem tako dializiral v citratnem pufru. Po končani dializi je bila izmerjena 
koncentracija proteina 106,89 mg/ml. Zeta potencial in velikosti delcev sem meril pri 
koncentraciji 100 mg/ml, in sicer v raztopini s soljo. Ob pripravi raztopine proteina s soljo 
se mi je raztopina proteina dodatno razredčila. Ker je bila na novo pripravljena raztopina 
proteina v citratnem pufru le 106,89 mg/ml, sem ga moral dodatno koncentrirati s 
centrifugiranjem. Ob centrifugiranju se raztopine močno segrevajo, zato raztopine 
hladimo na 4 °C. Maksimalno dovoljeno hitrost centrifugiranja je bilo potrebno izračunati 
glede na uporabljeno centrifugirko in napravo za centrifugiranje. Centrifugiranje sem 
izvajal 10 min pri 4000 rpm. Potrebno ga je bilo izvesti le enkrat, saj sem že po prvem 
poizkusu izmeril koncentracijo, ki je znašala 148,46 mg/ml. 
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3.1.3 Priprava raztopin soli 
Reagenti in laboratorijski pribor 
 LiCl, trden (Merck, p.a., 250 g, 130°C, > 99%) 
 NaCl, trden (Merck, p.a., 1 kg) 
 KCl, trden (Merck, p.a., 500 g, > 99,5%) 
 RbCl, trden (Riedel-De Haën, 250 g) 
 CsCl, trden (Merck, p.a., 100 g) 
 NaBr, trden (Merck, extra pure, 1 kg, 105°C) 
 NaI, trden (Sigma-Aldrich, 1 kg, > 99,5%) 
 10 ml bučke 
 Kapalka 
 Plastične ladjice 
 Lij 
 Žlička 
 Kovinska spatula 
 20mM acetatni in citratni pufer 
 Magnetno mešalo 
Oprema: 
 Tehtnica (Acculab do 220 g, d = ± 0,1 mg) 
 Ultrazvočna kopel (Elmasonic S 40 H) 
 Magnetni mešalnik (Tehtnica Rotamix 550 MM) 
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Postopek priprave raztopine: 
Preden sem lahko začel preučevati vplive soli na protein BSA, sem pripravil 
koncentrirane raztopine posameznih soli. Bile so moje izhodišče za pripravljanje raztopin 
BSA z različnimi koncentracijami soli. Moral sem preučiti njihove topnosti, in sicer pri 
25 °C v vodi. Želel sem čim bolj koncentrirane soli, da bi iz njih kar se da enostavno  
pripravljal raztopine soli s proteinom. Za idealno koncentracijo sem si izbral 5 mol/L, le 
v primeru KCl, ki ima nekoliko nižjo topnost, sem ga pripravljal pri koncentraciji 3 mol/L. 
Pripravljaj sem jih v 10 ml bučkah ter po dodani soli s pufrom razredčil do oznake. 
Najprej sem potrebne mase izračunal s pomočjo enačbe za koncentracijo 𝑚𝑠𝑜𝑙𝑖 = 𝑐𝑠𝑜𝑙𝑖 ∙
𝑉𝑟𝑎𝑧𝑡 ∙ 𝑀𝑠𝑜𝑙𝑖 ter jih dodal v 10 ml bučko. Izračunano maso soli sem s pomočjo kovinske 
spatule in žličke dodal v plastično ladjico. S pomočjo plastične ladjice in lija sem prenesel 
soli v posamezne 10 ml bučke. Hotel sem, da bi bil prenos mase kvantitativen, zato sem 
ladjico na koncu spral s pufrom. Bučko sem do oznake razredčil s pufrom. Ko sem v 
acetatnem pufru izvajal meritve, sem za pripravo soli uporabljal 20 mM acetatni pufer. 
Ko pa sem meril vplive soli v citratnem pufru, sem za pripravo uporabljal 20 mM citratni 
pufer.  
Vse soli se niso raztopile enostavno, zato sem si pri raztapljanju pomagal z ultrazvočno 
kopeljo ter z mešanjem (z magnetnim mešalom), dokler niso bile raztopine popolnoma 
bistre. Ko so bile vse raztopine pripravljene, sem jih hranil v hladilniku, pri 4 °C. 
Posebnost je bil NaI, ki z oksidacijo iz I- v I2, razpada na svetlobi. Ovil sem ga z Al folijo. 
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3.1.4 Priprava raztopin BSA (z različnimi koncentracijami soli) za merjenje velikosti 
delcev in zeta potenciala 
Reagenti in laboratorijski pribor 
 Pripravljena raztopina BSA proteina (160,67 mg/ml) v 20 mM pufru acetata 
 Pripravljena raztopina BSA proteina (148,46 mg/ml) v 20 mM pufru citrata 
 Pripravljene 5 M soli iz prejšnjega poglavja ter 3 M sol KCl 
 Pipeta Thermo Scientific (100 - 1000 µL) 
 Pipeta Thermo Scientific (10 – 100 µL) 
 Pipeta Thermo Scientific (1 – 10 µL) 
 20mM acetatni pufer 
 20mM citratni pufer 
 2 ml epice 
 5 ml centrifugirke  
Postopek priprave raztopine 
Zaradi ponovljivosti meritev je bilo potrebno izbrati koncentracijo proteina, pri kateri 
bomo izvajali meritve. Izbral sem koncentracijo, ki je znašala 100 mg/ml. Pripravil sem 
raztopine BSA proteina z naslednjimi koncentracijami; 0,1 M; 0,5 M; 1,0 M; 1,5 M; ter 
1,75 M. Ko sem izvajal meritve v citratu, sem pripravljal raztopine BSA le s 
koncentracijama 0,1 M in 0,5 M soli. Predpostavil sem, da bo za meritev velikosti delcev 
ter zeta potenciala dovolj 2,5 ml raztopine BSA s soljo. Iz enačbe za redčenje lahko 
izračunamo potreben volumen založne raztopine proteina 𝑐𝑧𝑎𝑙𝑜ž𝑛𝑎,𝐵𝑆𝐴 ∙ 𝑉𝑧𝑎𝑙𝑜ž𝑛𝑎,𝐵𝑆𝐴 =
𝑐𝑟𝑎𝑧𝑡𝑜𝑝𝑖𝑛𝑒 𝐵𝑆𝐴 𝑠 𝑠𝑜𝑙𝑗𝑜 ∙ 𝑉𝑟𝑎𝑧𝑡𝑜𝑝𝑖𝑛𝑒 𝐵𝑆𝐴 𝑠 𝑠𝑜𝑙𝑗𝑜 , ki ga potrebujemo za željeno koncentracijo. 
Za protein v 20 mM acetatnem pufru, ki ima koncentracijo 160,67 mg/ml, je potrebno 
uporabiti 1,56 ml. Ko sem pripravljal raztopino BSA proteina (v 20 mM citratnem pufru), 
s koncentracijo 148,46 mg/ml, pa je bilo potrebno uporabiti 1,68 ml raztopine BSA. 
Preostanek (do 2,5 ml) je bila raztopina soli. Raztopine soli nisem pripravljal neposredno 
iz založnih raztopin, saj sem jih moral zadostno razredčiti.  
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V 2 ml epicah sem s pufrom pripravil tako koncentracijo soli, da je bila koncentracije le 
te po dodatku k 2,5 ml raztopini enaka eni izmed zgoraj omenjenih koncentracij soli. Za 
izračun sem ponovno uporabil zgornjo enačbo za redčenje. Vsako na novo pripravljeno 
raztopino sem premešal z 1000 µl pipeto, da je bila primerno homogena in pripravljena 
za uporabo. 
3.2 Določanje gostot in viskoznosti raztopin 
 
Reagenti in laboratorijski pribor: 
 10 ml pipeta 
 Naprava za pipetiranje 
 Pripravljeni pufri različnih koncentracij 
 Raztopine soli in pufrov različnih koncentracij 
 Cannon – Feskejev viskozimeter 
Oprema: 
 Gostotomer (Anton Paar DMA 5000 Density meter) 
 Termostat (Julabo) 
 Štoparica 
Postopek merjenja: 
Preden sem lahko meril velikosti delcev in zeta potenciala, sem moral izmeriti viskoznost 
topila, v katerem se je nahajal protein.  Naprava ne more meriti brez podatka o 
viskoznosti.  
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V prvem delu sem meril viskoznost različnih koncentracij posameznih pufrov. Za 
merjenje viskoznosti sem uporabljal kapilarni viskozimeter. Le ta se uporablja za 
merjenje pretočnih časov tekočin, ki s pomočjo gravitacije potujejo iz točke A do točke 
B. Ker obstaja veliko parametrov merjenja, ki lahko vplivajo na rezultat meritve, kapilarni 
viskozimeter v resnici poda rezultat o relativnih viskoznostih. To pomeni, da za izračun 
viskoznosti potrebujemo pretočne čase tekočine, katere gostoto in viskoznost dobro 
poznamo. Običajno se za vodne raztopine uporablja destilirana voda.  
Prvi korak je meritev pretočnih časov umeritvene tekočine. Če se pretočni čas umeritvene 
tekočine močno razlikuje od pretočnega časa preiskovanega medija, se natančnost 
izračuna močno poslabša. V takem primeru se standardno uporabljajo mešanice glicerola 
in vode. Iz tabele lahko izpišemo ter izračunamo približno razmerje potrebovane vode in 
glicerola, da se lahko z mešanico, kar se da dobro približamo pretočnemu času 
preiskovanega medija. Poleg izmerjenih pretočnih časov potrebujemo še tabelirane 
vrednosti gostote in viskoznosti za referenčno tekočino ter izmerjeno gostoto za 
preiskovan medij. V spodnji tabeli 2 sem zapisal vrednosti gostot in viskoznosti 
uporabljenih umeritvenih raztopin. 
Tabela 1: Vrednosti gostot in viskoznosti uporabljenih umeritvenih raztopin.  
Umeritvena raztopina ρ0 [g/cm3] η0 [cP] 
Destilirana voda 0,9971 0,890 
Vol.raz: Glicerol:H2O - 1:2 1,0933 2,968 
 
V nadaljevanju navajam enačbo, s katero izračunamo viskoznost. η predstavlja 
viskoznost, ρ gostoto in t pretočni čas. Vse vrednosti, ki imajo pod seboj oznako 0, 
predstavljajo vrednosti referenčnega medija. 
 𝜂
𝜂0
=
𝜌𝑡
𝜌0𝑡0
 
(1) 
  
Matej Jaklin, Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL 
 
33 
 
Pretočne čase sem meril tako, da sem v Cannon - Fenskejev viskozometer prenesel 10 ml 
raztopine pufra z 10 ml pipeto. Viskozometer sem postavil v termostat. Meritve sem 
izvajal pri temperaturi 25 °C. Preden sem začel z merjenjem, sem počakal 10 minut. Tako 
je pufer v viskozimetru res dosegel željeno temperaturo. S pomočjo vakuuma sem na eni 
strani viskozimetra posrkal tekočino navzgor, dokler ni prešla označene črte na steklovini. 
Sam pufer je začel zaradi gravitacije drseti navzdol.  S štoparico sem začel meriti čas, ko 
je prešel prvo označeno črto (točko A). Štoparico sem ustavil takoj, ko je raztopina pufra 
prešla drugo črto (točka B). Postopek sem ponovil 10x ter si zapisal pretočne čase in 
izračunal njihove povprečne vrednosti. V tabelah 3-8 so zapisani vsi izmerjeni pretočni 
časi. Pretočnih časov nisem meril za vse koncentracije pufra, ker so se pri nizkih 
koncentracijah vrednosti viskoznosti spreminjale v okviru eksperimentalne napake. V 
takem primeru sem vrednosti viskoznosti izračunal s pomočjo linearne regresije. Za 
umeritveno tekočino sem v vseh primerih uporabljal vodo, le v primeru Bis Tris 0,5 M 
pufra sem uporabil raztopino glicerola in vode (z volumenskim razmerjem 1:2). Po vsaki 
meritvi sem Cannon - Fenskejev viskozimeter dobro spral z vodo in etanolom ter ga 
posušil do suhega. 
Tabela 2: Izmerjeni pretočni časi različno koncentriranih raztopin pufra glicina 
pri pH 9,00. 
Glicin (pH 9,00) t (0,5 M) [s] t (0,25 M [s] t (0,1 M) [s] t (0,05 M) [s] t (0,01 M) [s] 
1 117,43 115,64 110,99 110,93 - 
2 117,03 115,38 110,13 110,59 - 
3 116,67 114,37 110,08 110,63 - 
4 116,81 114,71 110,41 110,57 - 
5 116,85 115,58 110,29 110,56 - 
6 116,77 114,42 110,19 110,01 - 
7 116,75 114,96 110,23 110,56 - 
8 116,83 114,92 110,18 110,68 - 
9 116,93 114,18 110,11 110,63 - 
10 116,82 115,27 110,23 110,67 - 
Povprečje 116,9 114,9 110,3 110,6 - 
Standardni odklon 0,2 0,5 0,3 0,2 - 
  
Matej Jaklin, Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL 
 
34 
 
Tabela 4: Izmerjeni pretočni časi različno koncentriranih raztopin pufra bis tris-a 
pri pH 9,00. 
Bis tris (pH 9,00) t (0,5 M) [s] t (0,25 M [s] t (0,1 M) [s] t (0,05 M) [s] t (0,01 M) [s] 
1 319,87 176,36 131,20 120,46 114,18 
2 320,27 176,25 131,13 120,46 112,85 
3 319,92 176,20 131,73 120,66 112,55 
4 321,90 176,28 131,44 120,70 112,53 
5 322,02 177,29 131,44 120,71 112,63 
6 321,85 176,43 131,52 120,45 112,96 
7 320,26 178,40 132,64 120,54 112,69 
8 320,90 176,16 132,21 120,54 113,70 
9 322,67 178,44 131,97 120,59 112,49 
10 319,83 176,28 131,28 120,52 114,24 
Povprečje 321 176,8 131,7 120,6 113,1 
Standardni odklon 1,1 0,9 0,5 0,1 0,7 
 
Tabela 5: Izmerjeni pretočni časi različno koncentriranih raztopin pufra glicina 
pri pH 2,00. 
Glicin (pH 2,00) t (0,5 M) [s] t (0,25 M [s] t (0,1 M) [s] t (0,05 M) [s] t (0,01 M) [s] 
1 117,75 117,07 113,54 111,89 111,76 
2 117,62 114,65 112,73 111,96 111,47 
3 118,19 114,68 113,07 111,96 111,45 
4 118,27 114,77 112,73 112,06 111,46 
5 118,74 114,90 112,73 111,89 111,48 
6 119,23 114,62 112,73 111,61 111,49 
7 117,69 115,01 112,68 111,93 111,46 
8 118,43 114,83 112,73 111,94 111,49 
9 118,09 115,87 112,68 111,87 111,39 
10 117,38 115,90 112,65 111,99 111,54 
Povprečje 118,1 115,2 112,8 111,9 111,5 
Standardni odklon 0,6 0,8 0,3 0,1 0,1 
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Tabela 6: Izmerjeni pretočni časi različno koncentriranih raztopin pufra fosfata 
pri pH 2,00. 
Fosfat (pH 2,00) t (0,5 M) [s] t (0,25 M [s] t (0,1 M) [s] t (0,05 M) [s] t (0,01 M) [s] 
1 124,57 117,38 113,52 112,45 111,96 
2 124,83 117,43 114,97 112,38 111,38 
3 124,77 117,59 113,96 112,24 111,42 
4 124,71 117,53 114,77 112,16 111,38 
5 124,63 117,50 114,09 112,49 111,45 
6 124,80 117,56 113,68 112,27 111,51 
7 124,65 117,44 113,88 112,30 111,43 
8 124,75 117,47 114,17 112,50 111,40 
9 124,82 117,50 114,60 112,73 111,54 
10 124,70 117,59 114,05 112,24 111,88 
Povprečje 124,7 117,5 114,2 112,4 111,5 
Standardni odklon 0,1 0,1 0,5 0,2 0,2 
 
Tabela 7: Izmerjeni pretočni časi različno koncentriranih raztopin pufra KCl/HCl 
pri pH 2,00. 
KCl/HCl (pH 2,00) t (0,5 M) [s] t (0,25 M [s] t (0,1 M) [s] t (0,05 M) [s] t (0,01 M) [s] 
1 108,35 109,87 110,87 111,54 110,38 
2 108,44 109,78 110,81 111,07 111,22 
3 108,39 109,95 110,69 112,83 111,12 
4 108,53 109,97 110,72 110,97 111,21 
5 108,45 110,07 110,71 110,93 111,18 
6 108,56 110,06 110,74 111,06 111,18 
7 108,53 110,02 110,73 111,01 111,12 
8 108,45 109,73 110,77 110,93 111,19 
9 108,43 109,97 110,75 111,02 111,19 
10 108,45 109,96 110,78 111,04 111,08 
Povprečje 108,5 109,9 110,8 111,2 111,1 
Standardni odklon 0,1 0,1 0,1 0,6 0,3 
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Tabela 8: Izmerjeni pretočni časi 20mM citrata, pri pH 4,3, z različnimi 0,5M 
raztopinami soli. 
20mM citrat (pH 
4,30) 
t (brez) 
[s] 
t (+0,5 M 
LiCl) [s] 
t (+0,5 M 
NaBr) [s] 
t (+0,5 M 
NaCl) [s] 
t (+0,5 M 
KCl) [s] 
t (+0,5 M 
NaI [s] 
1 113,35 117,92 111,23 114,99 109,48 107,36 
2 112,51 118,07 110,85 114,66 109,30 107,24 
3 112,35 117,95 110,84 114,58 109,38 106,97 
4 112,45 118,06 110,71 114,59 110,05 107,25 
5 112,48 117,98 110,81 114,63 109,99 107,22 
6 112,54 117,88 110,78 114,75 110,00 107,41 
7 112,59 117,87 110,95 114,65 109,62 107,18 
8 112,34 117,95 110,74 114,88 109,50 107,21 
9 112,51 117,94 110,75 114,65 109,38 107,86 
10 112,47 117,92 110,83 114,88 109,37 107,91 
Povprečje 112,6 118,0 110,8 114,7 109,6 107,4 
Standardni odklon 0,3 0,1 0,2 0,1 0,3 0,3 
 
Gostote sem meril z gostotomerom, v katerem se nahaja majhna kapilara, ki sem jo 
zapolnil z raztopino pufra. Preveriti moramo, da se v kapilari ne nahaja noben mehurček, 
saj bi bila meritev zaradi tega napačna. Zagnal sem gostotomer in počakal, da se raztopina 
ustali pri standardni temperaturi 25 °C. Ko dosežemo željeno temperaturo, nam naprava 
izpiše izmerjeno gostoto. Po meritvi sem kapilaro spral z destilirano vodo in etanolom ter 
jo dodobra osušil. Gostoto pufra sem izmeril vsaj dvakrat ter se s tem prepričal o 
ponovljivosti meritve. 
V tabelah 9-13 za pripadajoče raztopine pufrov navajam eksperimentalno izmerjene 
viskoznosti in gostote pri 25˚ C. 
Ko sem meril vpliv soli na protein BSA v acetatnem pufru, sem za viskoznosti uporabil 
vrednosti, ki jih je v svojem magistrskem delu izmeril Blaž Zdovc. [20] 
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Ko sem izmeril nekatere viskoznosti nižjih koncentracij soli v citratu, so se te kar precej 
razlikovale od tistih, izmerjenih v acetatnem pufru. Kot najbolj problematične so se 
izkazale NaCl, NaBr, NaI in LiCl. Za njih sem izmeril viskoznosti (z 0,5 M koncentracijo 
soli) še v citratu, ostale vrednosti pa linearno ekstrapoliral. Za vse preostale soli sem 
predpostavil, da imajo skoraj identične viskoznosti, kot so bile izmerjene za raztopine soli 
acetatnega pufra. Postopek merjenja gostote in pretočnih časov je bil identičen, kot sem 
ga uporabil za merjenje viskoznosti raztopin pufrov brez soli. V tabelah 14-17 so zapisane 
koncentracijske odvisnosti viskoznosti in gostot omenjenih problematičnih soli (NaCl, 
NaBr, NaI in LiCl) v 20m M citratu pri 25˚ C. 
Tabela 9: Izmerjena koncentracijska odvisnost viskoznosti in gostot raztopin 
glicina pri pH 9,00. 
Cpufra[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,890 0,9971 
0,01 0,894 0,9974 
0,05 0,907 0,9984 
0,1 0,907 1,0006 
0,25 0,950 1,0055 
0,5 0,974 1,0142 
 
Tabela 10: Izmerjena koncentracijska odvisnost viskoznosti in gostot raztopin bis 
tris-a pri pH 9,00. 
Cpufra[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,890 0,9971 
0,01 0,928 0,9988 
0,05 1,997 1,0057 
0,1 1,098 1,0143 
0,25 1,512 1,0402 
0,5 2,853 1,0816 
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Tabela 11: Izmerjena koncentracijska odvisnost viskoznosti in gostot raztopin 
glicina pri pH 2,00. 
Cpufra[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,890 0,9971 
0,01 0,914 0,9977 
0,05 0,919 0,9992 
0,1 0,928 1,0013 
0,25 0,954 1,0069 
0,5 0,987 1,0165 
 
Tabela 12: Izmerjena koncentracijska odvisnost viskoznosti in gostot raztopin 
fosfata pri pH 2,00. 
Cpufra[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,890 0,9971 
0,01 0,915 0,9983 
0,05 0,926 1,0027 
0,1 0,946 1,0080 
0,25 0,989 1,0241 
0,5 1,077 1,0503 
 
Tabela 13 : Izmerjena koncentracijska odvisnost viskoznosti in gostot raztopin 
KCl-HCl pri pH 2,00. 
Cpufra[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,89 0,9971 
0,01 0,911 0,9978 
0,05 0,914 0,9995 
0,1 0,912 1,0018 
0,25 0,911 1,0082 
0,5 0,910 1,0206 
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Tabela 14: Izmerjena in izračunana koncentracijska odvisnost viskoznosti in 
gostot raztopin soli NaCl v 20mM citratu, pri pH 4,30. 
CNaCl[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,925 0,9997 
0,1 0,932 1,0039 
0,5 0,962 1,0206 
 
Tabela 15: Izmerjena in izračunana koncentracijska odvisnost viskoznosti in 
gostot raztopin soli NaBr v 20mM citratu, pri pH 4,30. 
CNaBr[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,925 0,9997 
0,1 0,929 1,0075 
0,5 0,946 1,0386 
 
Tabela 16: Izmerjena in izračunana koncentracijska odvisnost viskoznosti in 
gostot raztopin soli NaI v 20mM citratu, pri pH 4,30. 
CNaI[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,925 0,9997 
0,1 0,926 1,0109 
0,5 0,931 1,0556 
 
Tabela 17: Izmerjena in izračunana koncentracijska odvisnost viskoznosti in 
gostot raztopin soli LiCl v 20mM citratu, pri pH 4,30. 
CLiCl[M] η [cP] ρ [g/cm3] 
0 0,925 0,9997 
0,1 0,932 1,0017 
0,5 0,979 1,0098 
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3.3 Merjenje refrakcijskega indeksa, velikosti delcev ter zeta potenciala 
 
Oprema, reagenti in laboratorijski pribor 
 Pripravljene raztopine HEWL v pufru 
 Pripravljene raztopine BSA v pufru in soleh 
 Raztopine pufrov brez HEWL 
 Raztopine pufrov in soli brez BSA 
 Kiveta (QS high precision Cell, light path 10x10 mm, Hellma Analytics) 
 Univetta – elektroda za merjenje zeta potenciala (Anton Paar) 
 Krtača za umivanje Univette 
 Kovinski opilki 
 Papir za čiščenje kivete (Fisherbrand LENS Paper 6 X 8, Fisher Scientific) 
 Brizge 2ml (BD Discardit II), 1ml (Tuberculin luer, Chirana) 
 Filter (0,22 µm, Sartorius Ministart Syringe filter) 
 Zetasizer (Anton Paar) 
 Ultrazvočna kopel (Sonis 2, Iskra pio) 
3.3.1 Opis metode DLS – dinamično sipanje svetlobe  
Poznamo več eksperimentalnih tehnik za pridobivanje koeficientov lastne difuzije. Med 
najbolj priznane spadata NMR (Nuklearna magnetna resonanca) spektroskopija, ki 
uporablja posebne metode in DLS (dinamično sipanje svetlobe) tehnika. DLS sem 
uporabljal za merjenje velikosti delcev. [16], [21] 
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DLS je eksperimentalna tehnika, ki jo uporabljamo za določevanje velikosti delcev, in 
sicer v razponu od 3 do 3000 nm. Območje teh velikosti je z drugimi tehnikami težko 
dosegljiv, saj so delci premajhni za optično mikroskopijo in preveliki za elektronsko. 
Tekoč medij povzroča težave elektronski mikroskopiji, ker lahko spremeni lastnosti le 
tega. V kolikor bi hoteli take snovi preiskovati z rentgensko svetlobo, bi imeli težave, saj 
so za omenjeno svetlobo taki mediji preredki. [22] 
Tehnika temelji na sipanju laserske svetlobe na vzorcu. Z analizo časovne 
avtokorelacijske funkcije sipane svetlobe lahko s pomočjo elektrodinamike, 
hidrodinamike in statistične mehanike dobimo informacijo o strukturi in molekularni 
dinamiki sistema. [22] 
Proteinska struktura je stabilizirana z različnimi interakcijami, kot so vodikove vezi, 
hidrofobne in elektrostatske interakcije. Razvijanje proteina iz svoje nativne oblike vodi 
do spremembe v njegovem hidrodinamskem radiju, kar lahko enostavno zasledimo z 
uporabo DLS tehnike. [7] 
3.3.2 Opis metode za merjenje zeta potenciala  
Nabita površina, ki je v kontaktu z elektrolitsko raztopino, bo privlačila ione nasprotnega 
naboja ter odbijala ione istoznačnega naboja, s čimer bo ustvarila ionsko atmosfero v 
neposredni bližini površine. Električen dvosloj tako imenujemo zaradi ene plasti naboja 
na površini ter druge plasti nasprotnega naboja v bližini površine, ki se razširja v 
raztopino. [23] 
Obstaja več teorij interpretacije električnega dvosloja. Helmholtzov model predpostavi, 
da je plast nasprotnega naboja na nabiti površini imobilizirana zaradi elektrostatske 
interakcije. Naboja je ravno toliko, da nevtralizira nabito površino. Guay-Chapmanov 
model pravi, da so ioni podvrženi naključnemu termičnemu gibanju. Predpostavila sta, 
da ioni, ki nevtralizirajo naboj, niso imobilizirani na površini, pač pa so enakomerno 
razporejeni v okolici nabite površine in tvorijo difuzno plast. Najbolj priznan model je 
Sternov model, ki je kombinacija zgornjih dveh in priznava, da je nekaj naboja 
imobiliziranega na površini, preostali naboj pa se nevtralizira v difuzni regiji. [23] 
Sternov model dvosloja predpostavlja le nespecifično adsorbcijo ionov, katere vzrok so 
le elektrostatske interakcije. Grahamov model pa upošteva možnost tudi specifične 
adsorbcije in neelektrostatskih interakcij, kar lahko privede do tega, da je naboj 
adsorbiranih specij celo večji od naboja nabite površine. To lahko vodi do spremembe 
predznaka potenciala ob površini. [24] 
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Električni potencial lahko z ravninami razdelimo na različna območja. Na razdalji nič je 
potencial povezan z električno nabitostjo površine. Sledi Helmholtzovo območje, v 
katerem so adsorbitani ioni, potencial pa linearno pada z razdaljo. V omenjenem območju 
sta definirani dve ravnini, in sicer razdalja najbližjega približevanja golih in specifično 
adsorbiranih ionov (IHP ravnina) ter razdalja najbližjega približevanja hidratiranih ionov 
(OHP ravnina). Območja električnega dvosloja lahko vidimo na sliki 5. Po ravnini 
najbližjega približevanja hidratiranih ionov začne potencial eksponentno padati; temu 
območju pravimo difuzna plast. Difuzna plast poteka, dokler potencial ne pade z razdaljo 
- na ničlo. Spreminjanje potenciala z razdaljo od nabitega delca lahko vidimo na sliki 6. 
[24] 
 
Slika 5: Predstavljena območja in ravnine Grahamovega modela električnega 
dvosloja [25]. 
Zeta potenical ali elektrokinetičen potencial predstavlja vrednost potenciala v difuznem 
delu na razdalji, ki ločuje delec s svojo atmosfero (ki se z njim giblje pod vplivom 
zunanjega električnega polja) od raztopine, ki miruje. Na sliki 6 je predstavljen model 
nabitega delca v raztopini. Iz slike je prav tako razvidna lokacija ter približno relativna 
vrednost zeta potenciala. Vrednost potenciala  lahko povezujemo z elektrokinetičnimi 
pojavi (kot je elektroforeza) ter s stabilnostjo koloidnih raztopin. Z vrednostjo potenciala 
lahko ocenimo gibljivost koloidnih delcev v električnem polju. Možnost agregacije se 
zaradi odbojnih elektrostatskih interkacij zmanjšuje, in sicer s povečevanjem absolutnega 
naboja na polielektrolitih. [23], [26] 
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Slika 6: Negativno nabit delec v raztopini (z električnim dvoslojem). Na spodnjem 
delu slike je predstavljen graf spreminjanja (absolutnega) električnega potenciala 
raztopine z razdaljo od delca [27]. 
Zeta potenical koloidne disperzije se rutinsko meri s pomočjo tehnike mikro-
elektroforeze. Pri tej tehniki apliciramo napetost med parom elektrod, ki sta pomočeni v 
koloidno raztopino. Nabita elektroda privlači nasprotno nabite delce, ki se začnejo 
premikati z določeno hitrostjo. Hitrost izmerimo in jo izrazimo kot elektroforetsko 
mobilnost preko jakosti apliciranega električnega polja. Najbolj pogost način za merjenje 
hitrosti delcev je uporaba sipanja svetlobe. Izmerimo majhne frekvenčne premike v sipani 
svetlobi, ki se zgodijo zaradi premikanja delcev v apliciranem eletkričnem polju. Hitrost 
delcev izračunamo iz naslednje enačbe, kjer Δf predstavlja spremembo frekvence, v 
hitrost, θ kot sipane svetlobe ter λ valovno dolžino vpadne svetlobe laserja. [28] 
 
𝛥𝑓 =
2 𝑣 sin(
𝜃
2)
𝜆
 
 
(2) 
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Ko izračunamo elektroforetsko mobilnst, jo lahko s pomočjo Henrijeve enačbe 
pretvorimo v zeta potencial. Enačba (3) je Henrijeva enačba, kjer μe predstavlja 
elektroforetsko mobilnost, ε dielektrično konstanto, ξ zeta potencial, η viskoznost ter 
F(a/xa) Henrijevo funkcijo. Henrijeva funkcija je odvisna od razmerja med velikostjo 
delca a ter velikostjo Debyeve dolžine xa, ki efektivno predstavlja velikost električne 
dvojne plasti. [23], [28] 
 
𝜇𝑒 =
2𝜀𝜀0𝜉𝐹(
𝑎
𝑥𝑎
)
3𝜂
 
(3) 
Henrijeva enačba velja le za raztopine polielektrolitov, katerih zeta potencial je manjši od 
25 mV. Enačbo lahko še bolj poenostavimo, v kolikor predpostavimo, da ima Henrijeva 
funkcija vrednost 1,5. Taki enačbi pravimo enačba Smoluckowski. Ta velja, kadar je 
vrednost parametra a/xa visoka. Električna dvojna plast mora biti torej v primerjavi z 
velikostjo delca tanka. V tem primeru lahko površino delca obravnavamo kot planarno, 
pri izpeljavi enačbe pa upoštevamo le relativno gibanje raztopine ob planarni površini. 
Pri vstavljanju parametrov v zetasizer, s katerim sem meril zeta potencial, sem uporabil 
Smulochovski poenostavitev. [23], [28] 
3.3.3 Opis postopka merjenja velikosti delcev in zeta potenciala 
Ko sem pridobil vse rezultate viskoznosti, sem moral pred merjenjem velikosti delcev in 
zeta potenciala izmeriti še refrakcijski indeks topila, v katerem se protein nahaja. Najprej 
je bilo potrebno s pomočjo standardov izmeriti umeritveno krivuljo. Vse tri sem posebej, 
s pomočjo filtra in brizge, vstavil v kiveto, jih namestil v zetasizer in jim izmeril 
refrakcijske indekse. Pred meritvijo sem pazil, da v raztopini ni bilo prisotnih mehurčkov, 
ki bi lahko povzročili napako v meritvi. Po vsaki meritvi sem kiveto spral najprej z  
destilirano vodo, nato etanolom, na koncu pa ponovno z destilirano vodo. Kiveto sem do 
suhega posušil z dušikom ter jo na koncu obrisal s papirjem za čiščenje kivete. Na tak 
način sem si želel znebiti vseh madežev, ki bi lahko na kiveti ostali od prejšnega vzorca. 
Ko je bila umeritvena krivulja posneta, sem po istem postopku izmeril refrakcijske 
indekse vseh raztopin pufrov brez HEWL-a. Ko sem meril refrakcijske indekse raztopin 
pufrov in soli brez BSA, pa sem si delo olajšal tako, da sem izmeril refrakcijski indeks z 
najbolj koncentrirano soljo ter najmanj koncentrirano in med njima potegnil premico. Iz 
enačbe premice sem izračunal še preostale vrednosti refrakcijskih indeksov. 
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Ko so bili refrakcijski indeksi posneti, sem pričel z merjenjem velikosti delcev in zeta 
potenciala raztopin proteinov. Postopek za merjenje velikosti delcev je bil identičen 
postopku, ki sem ga uporabil za merjenje refrakcijskega indeksa, le da po koncu meritve 
raztopine nisem zavrgel. Vanjo sem vstavil elektrodo za merjenje zeta potenciala, 
imenovano univetta. V kolikor želimo natančno izmeriti zeta potencial, je potrebno 
elektrodo v preiskovani raztopini 5 min kondicionirati. Po kondicioniranju sem raztopino 
zavrgel in brez spiranja kivete vanjo vstavil 1 ml nove raztopine. Kiveto in vstavljeno 
kondicionirano elektrodo sem vstavil v zetasizer in pognal meritev za zeta potencial. 
Vsaka meritev zeta potenciala je bila nastavljena tako, da se je pred merjenjem 10 minut 
kalibrirala in nato 3x izmerila zeta potencial (po vsaki meritvi je sledil eno-minutno 
ekvilibriranje). Končni rezultat sem podal kot povprečje vseh treh meritev. Kiveto sem 
spral na enak način kot v primeru refrakcijskega indeksa. Pri čiščenju elektrode sem 
opazil, da se na njenih kovinskih ploščicah nabira črna plast, ki je bolj debela v primeru 
merjenja bolj koncentriranih raztopin. Črne plasti nisem uspel karakterizirati, a vendar 
predvidevam, da imajo pri njenem nastanku vlogo ioni Cl-. Črne plasti sem se znebil tako, 
da sem elektrodo pomočil v raztopino etanola in vse skupaj za 5 min postavil v 
ultrazvočno kopel. Po ultrazvočni kopeli sem elektrodo začel polirati s posebno vrsto 
krtače, ki sem jo omočil v etanolu in na katero sem nanesel kovinske opilke. Elektrodo 
sem drgnil, dokler ni ponovno dobila kovinske barve. Na koncu sem vse skupaj spral z 
vodo in posušil z dušikom. 
Meritve zeta potenciala niso bile uspešne pri vseh koncentracijah soli in pufrov. Ko so 
bile prevodnosti previsoke, se je meritev avtomatično ustavila. Ko sem izvajal meritve 
velikosti delcev in zeta potenciala HEWL-a v pufrih, sem za vsako naredil dve ponovitvi, 
da sem preveril ponovljivost meritev. V primeru merjenja BSA v raztopini soli in pufra 
sem meritev opravil samo enkrat in jo ponovil, v kolikor se rezultati niso skladali z 
vidnimi trendi. 
V naslednjem sklopu tabel 18-36 so zbrane vse izmerjene vrednosti refrakcijskih 
indeksov raztopin (brez proteina), ki sem jih potreboval za meritve velikosti delcev in 
zeta potenciala.  
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Tabela 18: Izmerjeni refrakcijski indeksi različno koncentriranih raztopin glicina 
pri pH 9,00. 
Konc. pufra [M] Refrakcijski indeks 
0,01 1,326 
0,05 1,342 
0,1 1,304 
0,25 1,368 
0,5 1,362 
 
Tabela 19: Izmerjeni refrakcijski indeksi različno koncentriranih raztopin bis tris-
a pri pH 9,00. 
Konc. pufra [M] Refrakcijski indeks 
0,01 1,322 
0,05 1,325 
0,1 1,339 
0,25 1,357 
0,5 1,357 
 
Tabela 20: Izmerjeni refrakcijski indeksi različno koncentriranih raztopin glicina 
pri pH 2,00. 
Konc. pufra [M] Refrakcijski indeks 
0,01 1,353 
0,05 1,363 
0,1 1,341 
0,25 1,350 
0,5 1,396 
 
Tabela 21: Izmerjeni refrakcijski indeksi različno koncentriranih raztopin fosfata 
pri pH 2,00. 
Konc. pufra [M] Refrakcijski indeks 
0,01 1,416 
0,05 1,371 
0,1 1,402 
0,25 1,349 
0,5 1,362 
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Tabela 22: Izmerjeni refrakcijski indeksi različno koncentriranih raztopin KCl-
HCl pri pH 2,00. 
Konc. pufra [M] Refrakcijski indeks 
0,01 1,355 
0,05 1,363 
0,1 1,334 
0,25 1,342 
0,5 1,354 
 
Tabela 23: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM acetatnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli NaCl, pri pH = 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,347 
0,1 1,348 
0,5 1,352 
1,0 1,357 
1,5 1,362 
1,75 1,364 
 
Tabela 24: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM acetatnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli NaBr, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,347 
0,1 1,348 
0,5 1,350 
1,0 1,354 
1,5 1,357 
1,75 1,359 
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Tabela 25: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM acetatnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli NaI, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,347 
0,1 1,349 
0,5 1,355 
1,0 1,363 
1,5 1,371 
1,75 1,374 
 
Tabela 26: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM acetatnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli LiCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,347 
0,1 1,348 
0,5 1,351 
1,0 1,355 
1,5 1,358 
1,75 1,360 
 
 
Tabela 27: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM acetatnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli KCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,347 
0,1 1,348 
0,5 1,350 
1,0 1,352 
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Tabela 28: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM acetatnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli RbCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,347 
0,1 1,348 
0,5 1,352 
1,0 1,357 
1,5 1,362 
1,75 1,364 
 
Tabela 29: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM acetatnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli CsCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,347 
0,1 1,348 
0,5 1,353 
1,0 1,359 
1,5 1,365 
1,75 1,368 
 
Tabela 30: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM citratnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli NaCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,363 
0,1 1,345 
0,5 1,274 
 
Tabela 31: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM citratnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli NaBr, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,363 
0,1 1,363 
0,5 1,364 
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Tabela 32: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM citratnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli NaI, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,363 
0,1 1,366 
0,5 1,376 
 
Tabela 33: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM citratnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli LiCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,363 
0,1 1,364 
0,5 1,366 
 
Tabela 34: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM citratnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli KCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,363 
0,1 1,367 
0,5 1,381 
 
Tabela 35: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM citratnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli RbCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,363 
0,1 1,349 
0,5 1,295 
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Tabela 36: Izmerjeni refrakcijski indeksi raztopin 20mM citratnega pufra, z 
različnimi koncentracijami soli CsCl, pri pH 4,30. 
Konc. soli [M] Refrakcijski indeks 
0 1,363 
0,1 1,331 
0,5 1,311 
3.4 CD spektroskopija  
 
Oprema, reagenti in laboratorijski pribor 
- Založna raztopina BSA v 20 mM acetatu 
- Acetatni pufer pri pH 4,3 
- Pipeta Thermo Scientific (100 - 1000 µL) 
- Pipeta Thermo Scientific (10 – 100 µL) 
- Pipeta Thermo Scientific (1 – 10 µL) 
- Kiveta 
- 5ml bučka 
- JASCO J-1500 CD spektrometer 
3.4.1 Opis metode CD 
CD ali cirkularni dikroizem je razlika v absorbciji levo-sučne krožno polarizirane 
svetlobe in desno-sučne krožno polarizirane svetlobe. Do razlike v absorbciji pride le, ko 
preiskovan medij vsebuje molekule z enim ali več kiralnih kromoforjev. [29] 
CD uporablja analitična tehnika CD spektroskopije, pri kateri merimo CD molekul v 
večjem območju valovnih dolžin. Lahko se jo uporablja z namenom preučevanja kiralnih 
molekul. Posledica kiralnosti je obstoj enantiomernih parov molekul, ki so zrcalne slike 
ena drugi. Oba enantiomera imata enake fizikalne in kemijske lastnosti, razlikujeta se le 
glede načina interakcije s polarizirano svetlobo ter interakcije s kiralnim okoljem. [29] 
Matej Jaklin, Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL 
 
52 
 
Za razumevanje CD tehnike je potrebno razumevanje osnov polarizacije. Linearno 
polarizirana svetloba je svetloba, ki oscilira le v eni ravnini. Katerokoli stanje polarizirane 
svetlobe lahko opišemo kot vsoto dveh linearno polariziranih stanj, ki sta pravokotni ena 
na drugo. Eno linearno polarizirano valovanje si lahko predstavljamo kot horizontalno in 
drugo kot vertikalno. Če sta sedaj ti dve valovanji v fazi, je vsota linearno polarziriano 
valovanje - pod kotom 45°. V kolikor se njuna faza razlikuje za četrtino vala, kot vsoto 
dobimo vijačnico, ki se imenuje krožno polarizirana svetloba. Krožno polarizirano 
svetlobo lahko vidimo na sliki 7. Poznamo dva tipa krožno polarizirane svetlobe; desno-
sučno ter levo-sučno. Vsaka izmed njiju ustvari svojo vijačnico. Vijačnici sta zrcalni sliki 
ena druge. [29] 
 
Slika 7: Prikazuje desno-sučno krožno polarzirano svetlobo (rdeča), in sicer kot 
vsoto dveh linearno polariziranih valovanj (horizontalnega – zelena in vertikalnega 
– modra), ki nista v fazi za četrtino valovne dolžine [30]. 
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Potrebno je poznati lastnost krožne »birefrigence«, ki jo izražajo raztopine kiralnih 
molekul. Z »birefrigenco« opišemo stanje, ko so refrakcijski indeksi (za določen medij) 
horizontalno in vertikalno polarizirane svetlobe, različni. To pomeni, da se bosta levo-
sučna polarizirana svetloba in desno-sučno polarizirana svetloba skozi medij pomikali z 
različno hitrostjo. Še eden izmed načinov za opis linearno polarizirane svetlobe je z vsoto 
dveh krožno polariziranih valov. Ko sedaj tako opisana linearno polarizirana svetloba 
prečka krožno »birefrigiran« medij, se s tem spremeni fazna razlika med levo in desno 
sučno svetlobo. Na ta način se linearno polarzirirana svetloba optično zarotira. Optično 
rotacijo merimo s pomočjo polarimetra. [29] 
V primerjavi s tehniko merjenja optične rotacije pride do cirkularnega dikroizma le pri 
valovnih dolžinah svetlobe, ki jih lahko kiralna molekula absorbira. CD si tako lahko 
predstavljamo kot kombinacijo tehnike optične rotacije ter absorbcijske spektroskopije. 
Čeprav spektri optične rotacije in CD teoretično podajajo identično informacijo, se jih 
uporablja v zelo različne namene. Optična rotacija se običajno uporablja pri eni valovni 
dolžini, in sicer za določevanje koncentracije kiralnih molekul in določevanja kiralne 
čistosti. Kiralno čistost določamo tako, da preiskovano raztopino primerjamo z znanim 
standardom. CD spektri so v primerjavi s spektri optične rotacije bolje razloženi, njihove 
oblike pa lažje pripišemo določenim strukturnim značilnostim preiskovanih molekul. [29] 
Meritve izvajamo v vidnem in ultravioličnem delu elektro-magnetnega spektra in pri tem 
spremljamo elektronske prehode. Če molekula vsebuje kiralni kromofor, se bo ena izmed 
ciklično polariziranih svetlob bolje absorbirala kot druga. CD signal ne bo enak 0. Le ta  
je pozitiven, v kolikor se bolje absorbira levo-sučno krožno polarizirana svetloba. 
Negativen pa je, v kolikor se bolje absorbira desno-sučna polarizirana svetloba. [29] 
Ker je večina bioloških molekul kiralnih, se CD tehnika v največji meri uporablja za 
preučevanje bioloških molekul. Ena izmed najbolj pomembnih uporab je analiza 
konformacij in sekundarne strukture proteinov. Sekundarna struktura je tipično občutljiva 
na okolje T ali pH. Iz CD spektrov lahko dobimo strukturno, kinetično ter termodinamsko 
informacijo različnih makromolekul. [29] 
CD spektri bioloških makromolekul niso samo vsota CD spektrov indvidualnih 
aminokislinskih ostankov ali baz, temveč so močno odvisni tudi od 3D strukture same 
makromolekule. Vsaka struktura (kot tudi prej omenjena sekundarna) ima svoj značilen 
prstni odtis, s katerimi lahko identificiramo vse prisotne strukturne elemente 
makromolekule ter sledimo njihovim spremembam. [29] 
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Pri preučevanju proteinov leži prednost CD tehnike v tem, da lahko dobimo 
komplementarno strukturno informacijo iz različnih spektralnih območij. Med 
kromoforje v proteinih uvrščamo; peptidne vezi (absorbcija pod 240 nm), stranske 
aromatske aminokisline (absorbcija v območju od 260 do 320 nm) in disulfidne vezi 
(šibki široki vrhovi okoli 260 nm). [31] 
Kadar vzbujamo vzorec s svetlobo pod 240 nm, vzbujamo peptidne vezi. Ta številka je 
okvirna, saj lahko nekatere stranske aminokisline prav tako prispevajo k absorbciji v tem 
spektralnem območju. Šibek in širok vrh (pri 220 nm) povezujemo z n → π* prehodom, 
bolj intenzivni vrh (pri 190 nm) pa z π → π* prehodom. Iz spektra te regije lahko z 
različno ustvarjenimi algoritimi napovemo sestavo sekundarne strukture proteina. 
Algoritmi temeljijo na podatkovnih bazah CD spektrov proteinov, katerih strukture, 
izmerjene s pomočjo X-žarkovne kristalografije, dobro poznamo. [31] Vsebnost α-
vijačnice se lahko oceni tudi z omejeno količino podatkov, za katere je značilna negativna 
absorbcija, in sicer pri 222 nm in 208 nm ter pozitivna absorbcija pri 193 nm. Pri proteinih 
z dobro definiranimi antiparalenimi β – plastmi lahko opazimo negativno absorbcijo pri 
218 nm, pozitivno pa pri 195 nm. Proteini, ki so razviti in jim je razpadla sekundarna 
struktura, imajo nad 210 nm zelo nizko absorbcijo, pri 195 nm pa negativen vrh. [32] 
Absorbija med 260 in 320 nm je posledica aromatskih aminokislin. Vsaka aminokislina 
ima svoj absorbcijskih profil. Za Trp je značilen vrh blizu 290 nm, s fino strukturo med 
290 in 305 nm. Za Tyr je značilen vrh med 275 in 282 nm - del višjih valovnih dolžin se 
lahko deloma prekriva z vrhom Trp. Za Phe so značilni šibkejši, a vendar bolj ostri vrhovi,  
s fino strukturo med 255 in 270 nm. Oblika in jakost bližnjega UV spektra (260 do 320 
nm) je odvisna od števila in tipa vseh prisotnih aromatskih  aminokislin, njihove 
mobilnosti ter okolice. Bližnji UV CD spekter tako predstavlja prstni odtis terciarne 
strukture proteina. V kolikor se bo zgodila kakršnakoli sprememba terciarne strukture 
proteina, jo bomo zaznali v tem delu spektra. [31] 
3.4.2 Opis postopka merjenja CD spektra  
S CD spektroskopijo (kot že omenjeno pri teoretičnem delu) lahko preučujemo 
sekundarno in terciarno strukturo proteina. Po vseh končanih meritvah zeta potenicala in 
velikosti delcev sem želel preveriti stabilnost založne raztopine BSA v 20 mM acetatnem 
pufru. V kolikor bi protein zaradi kateregakoli razloga denaturiral, bi bili od tega trenutka 
naprej vsi rezultati brezpredmetni. Analiziral sem le absorbcijo daljnega UV spektra ter 
preučeval stabilnost sekundarne strukture. 
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Pri uporabi CD spektroskopije je zelo pomembna izbira koncentracije proteina. 
Absorbanco vzorca moramo držati pod 1, in sicer zato, da se znebimo odvečnega šuma. 
Razmerje med signalom in šumom je teoretično maksimalno, ko je absorbanca enaka 
0,869. Prekomerno absorbanco vzorca opazimo preko visokih diodnih napetosti 
(napetost, aplicirana na fotopomnoževalni detektor). V kolikor želimo, da bi bili podatki 
zanesljivi, mora biti napetost pod 700 V. Absorbanco lahko spreminjamo s koncentracijo 
proteina ali pa s spreminjanjem optične poti. Ko merimo razlike CD absorbanc pri nižjih 
valovnih dolžinah, se pri dotični točki zgodi, da se začne diodna napetost povečevati z 
nižanjem valovnih dolžin. Interpretacija rezultatov (od omenjene dotične točke naprej) ni 
več tako zanesljiva. [31] 
Pripravil sem 0,25 mg/ml koncentracije BSA proteina v kiveti z 0,1 cm dolgo optično 
potjo. Založno raztopino sem do koncentracije 0,25 mg/ml redčil z istim acetatnim 
pufrom, s katerim je bila pripravljena založna raztopina. Razredčeno raztopino sem 
pripravil v 5 ml bučki. 
Pred zagonom CD spektrofotometra sem odprl prepihovanje z dušikom ter ga prepihoval 
15 do 20 min. Prepihovanje je potrebno za ločevanje vseh ostankov kisika  iz naprave. V 
nadaljevanju sem zagnal vodno hlajenje ter skupaj s CD spektrometrom prižgal žarnico, 
s katero sem obseval vzorec. 
Pred meritvijo vzorca sem preveril, do kolikšne absorbcije pride zaradi molekul pufra – 
acetata. Meril sem v območju od 190 do 260 nm. Acetat lahko pri višjih koncentracijah 
absorbira delež svetlobe v navedenem območju. [31] 
Preden sem zagnal meritev, sem moral v CD spektrometer vnesti željene parametre 
meritve. [31] Potrebno je bilo izbrati: 
 Kako natančno bo monokromator spuščal svetlobo na vzorec spektralno širino. V 
primeru standardnih meritev je ta običajno 1 nm ali manj.  
 Časovno konstanto ali DIT (»data inqusition time»), ki nam pove, koliko časa bo 
detektor zbiral fotone preden jih bo pretvoril (kot signal) v računalnik. Daljši kot 
je čas, boljše bo razmerje med signalom in šumom. 
  Hitrost skeniranja, ki nam pove, koliko hitro bo spektrometer izmeril CD 
vrednosti določenega območja valovnih dolžin.  
 V napravo lahko vnesemo tudi število ponovitev snemanja spektra, ki nato 
izračuna povprečje, s katerim pridobimo bolj zanesljiv rezultat meritve.  
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Spektralna širina je bila enaka 1 nm, DIT 8s, hitrost skeniranja je bila 20 nm/min, spekter 
pa sem posnel le enkrat. Acetat v danem valovnem območju ni absorbiral. Po končani 
meritvi acetata sem zmeril (pod istimi pogoji) še CD spekter svojega vzorca. [31] 
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4 Teoretične metode 
4.1 »Docking« ali sidranje   
4.1.1 Opis metode sidranja 
V svojem raziskovalnem delu sem uporabljal metodo molekulskega sidranja ali 
»Docking«. Sidranje se imenuje, ker poizkuša vstavljati posamezne molekule liganda 
(pufra, kationov, anionov) na molekulo receptorja (proteina). To je metoda, s katero 
napovemo preferenčno orientacijo ene molekule v primerjavi z drugo. Ti molekuli naj bi 
skupaj tvorili stabilen kompleks. V kolikor poznamo preferenčno orientacijo, lahko 
napovemo jakost vezavne afinitete. Do preferenčne orientacije pridemo z izračunom 
različnih interakcij med ligandom in receptorjem. Vezavna energija je najvišja tam, kjer 
so interakcije najmočnejše oz. tam, kjer jih je največ. Večinoma so to vodikove vezi in 
hidrofobne interakcije. [33], [34]  
4.1.2 Opis postopka izvedbe sidranja 
Sidranje sem izvajal s programom Yasara. 
Ker je sidranje odvisno od velikega števila parametrov, sem sprva preveril, kako s 
spreminjanjem parametrov vplivamo na sam rezultat sidranja. Najprej sem pod istimi 
pogoji sidranje izvedel 5x ter na ta način določil napako meritve. Ko je bila napaka 
meritve znana, sem s spreminjanjem pogojev ovrednotil, kako le ti vplivajo na rezultat 
končne meritve. Za lažje razumevanje parametrov, ki sem jih spreminjal, bom opisal 
postopek izvedbe »docking analize«. 
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V PDB bazah sem poiskal protein, ki sem si ga želel analizirati; »hen egg white 
lysozyme«. Ker je v PDB bazah več zapisov in struktur tega proteina v različnih okolicah, 
sem si dva izbral po svoji presoji - 1DPX in 1LKS. Vsakega posebej sem uvozil v program 
ter najprej odstranil vse vode in okoliške ione, ki niso del proteina. Definiral sem 
simulacijsko celico okoli proteina ter določil polje sil, v katerem sem izvedel simulacijo 
minimiziranja energije (AMBER14). Z operacijo »build« sem nato sestavil ligand (pufer, 
ki sem ga želel sidrati na protein) iz SMILES zapisa. Glede na velikost simulacijske celice 
sem okvirno izračunal, koliko molekul moram vstaviti vanjo, da bom kar se da najbolje 
poustvaril razmere v raztopini (55 molekul pufra za 0,5 M koncentracijo). Ko sem dodal 
ligande, sem uporabil funkcijo »clean«, ki doda vodike in pripravi celico na simulacijo. 
Na koncu sem še dodal in zapolnil celico z molekulami vode (model TIP3P; glede na 
standardno gostoto vode) ter definiral pH. V primeru fosfatnega pufra sem definiral še 
pKa, v KCl/HCl pa okolico sestavil tako iz K+ kot iz Cl- ionov. Pognal sem 
»em_runclean« skripto, s katero sem protein energijsko minimiziral glede na njegovo 
okolico. Po končani simulaciji sem odstranil vse molekule vode ter eno molekulo svojega 
liganda shranil kot PDB datoteko ter nato zbrisal vse molekule (z izjemo proteina) ter 
shranil še protein. Ponovno sem zagnal »Yasaro« ter definiral tarčo sidranja in še enkrat 
definiral pH. Zagnal sem skripto »dock_run«, s čimer se je začel proces sidranja. Sidranje 
sem izvedel z 999 »runi« in s poljem sil AMBER03 (polje AMBER03 je bilo standardno 
definirano v skripti »dock_run«). Po končani analizi program vse rezultate, ki so si med 
seboj podobni, skoncentrira v tako imenovane »klastre«. Na ta način je pregled rezultatov 
lažji. Uporabil sem tudi skripto »dock_play«, ki v obliki simulacije vizualno prikaže vse 
predloge vezav na protein. Za vsako analizo sem v tabelo 37 zapisal vse parametre, ki 
sem jih uporabil in tekom različnih simulacij spreminjal. Zaradi večjega števila izvedenih 
simulacij sem vsako označil s črko.  
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Tabela 37: Vse izvedene simulacije sidranja ter njeni parametri. 
Oznaka Protein Ligand pH Runs Min Konc.(št. Molekul) Polje sil 
A 1DPX Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
AA 1DPX Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
AAA 1DPX Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
AAAA 1DPX Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
AAAAA 1DPX Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
B 1DPX Glicin 9 999 Da 55 AMBER03 
C 1DPX Glicin 2 25 Da 55 AMBER03 
D 1DPX Glicin 2 999 Da 1 AMBER03 
E 1DPX Glicin 2 999 Ne 55 AMBER03 
F 1DPX Glicin 2 999 Da 55 AMBER14 
G 1LKS Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
GG 1LKS Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
GGG 1LKS Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
GGGG 1LKS Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
GGGGG 1LKS Glicin 2 999 Da 55 AMBER03 
H 1DPX Fosfat 2+pKa 999 Da 55 AMBER03 
HH 1DPX Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
HHH 1DPX Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
HHHH 1DPX Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
HHHHH 1DPX Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
I 1LKS Fosfat 2+pKa 999 Da 55 AMBER03 
II 1LKS Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
III 1LKS Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
IIII 1LKS Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
IIIII 1LKS Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
J 1DPX Fosfat 2 999 Da 55 AMBER03 
K (Cl-) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
KK (Cl-) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
KKK (Cl-) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
KKKK (Cl-) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
KKKKK (Cl-) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
L (Cl-) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
LL (Cl-) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
LLL   (Cl-) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
LLLL (Cl-) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
LLLLL (Cl-) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
M (K+) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
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MM (K+) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
MMM (K+) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
MMMM (K+) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
MMMMM (K+) 1DPX KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
N (K+) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
NN (K+) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
NNN (K+) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
NNNN (K+) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
NNNNN (K+) 1LKS KCl/HCl 2 999 Da 55 AMBER03 
O 1DPX Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
OO 1DPX Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
OOO 1DPX Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
OOOO 1DPX Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
OOOOO 1DPX Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
P 1LKS Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
PP 1LKS Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
PPP 1LKS Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
PPPP 1LKS Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
PPPPP 1LKS Bis Tris 9 999 Da 55 AMBER03 
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5 Rezultati in razprava  
V tem poglavju bom sprva predstavil rezultat CD spetkroskopije, ki mi bo povedal, ali je 
tekom raziskav sekundarna struktura proteina razpadla ali ne. Nato bom v tabelah izpisal 
vse meritve velikosti delcev in zeta potenciala raztopin HEWL in BSA. S pomočjo 
grafično predstavljenih podatkov in z dosedaj uveljavljenimi teorijami bom interpretiral 
dogajanje v raztopini. Interpretiral ga bom s pomočjo izmerjenih vrednosti zeta potenciala 
in velikosti delcev ter z njunim spreminjanjem pod različnimi pogoji. V prvem delu svojih 
raziskav sem preučeval  vplive različnih pufrov na protein HEWL. Drugi del raziskav pa 
je obsegal preučevanje vzajemnega vpliva pufrov in preprostih alkalijskih soli na protein 
BSA. V tretjem delu raziskav pa sem skušal povezati informacijo o vezavnih energijah 
(dobljenih iz metode molekulskega sidranja) z eksperimentalno dobljenimi podatki 
vezave molekul pufra na protein HEWL. 
5.1 Rezultati CD spektroskopije raztopine BSA v acetatu 
 
Rezultate CD lahko predstavimo na različne načine. Pri opisu metode CD sem omenil, da 
CD spektrometri merijo razliko v absorbanci med levo-sučno in desno-sučno polarzirano 
svetlobo, ΔA. Drug način je z eliptičnostjo (θ). [31] Ko linearno polarizirana svetloba 
potuje skoti cikličen »dikroičen« vzorec, postane le ta eliptično polariziran. To je 
svetloba, ki ni popolnoma ciklično polarizirana in izriše obliko elipse. Nastane zaradi 
različne absorbcije ciklično polariziranih komponent originalno linearno polarizirane 
svetlobe. Komponenti po prehodu nimata več enakih jakosti. Ko ju skupaj kombiniramo, 
dobimo eliptično obliko, ki jo lahko zapišemo z daljšo in krajšo eliptično osjo. Eliptičnost 
je definirana kot tan (θ) = b/a, kjer b in a predstavljata krajšo in daljšo eliptično os. 
Eliptičnost si lahko lažje predstavljamo s sliko 8. Eliptičnost in sprememba absorbcije sta 
med seboj povezani z naslednjo zvezo θ = 32,98 ΔA. [29] 
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Slika 8: Dve krožno polarizirani komponetni linearno polarizirane svetlobe 
(modra in rdeča), ki skupaj tvorita elipso (vijolična) [35]. 
V primeru proteinov podatke velikokrat normaliziramo glede na celotno molekulo 
(molarno koncentracijo) ali glede na ponavljajočo se enoto polimera. Ko preiskujemo 
daljni UV CD spekter, je ponavljajoča se enota peptidna vez. Običajno izračunamo 
povprečno molekulsko maso peptidne verige, in sicer tako, da molekulsko maso 
polipeptidne verige delimo s številom aminokislin v verigi, M0 = M/(N-1). Enačba za 
izračun na peptidno vez normalizirane eliptičnosti je [θ]0λ = (M0* θλ)/(10*l*γ). M0 ima 
enoto [g/mol], eliptičnost θλ [mdeg], l predstavlja dolžino optične poti v [cm] ter γ masno 
koncentracijo v [mg/ml]. Enačba glede na molarno koncentracijo pa je enaka  [θ]mol,λ = 
(θλ)/(10*l*c). Tokrat je namesto masne koncentracije γ v enačbi molarna koncentracija c, 
z enoto [M]. Končni enoti sta v obeh primerih [deg cm2 dmol-1]. Razliko v absorbanci pa 
normalizirano lahko zapišemo kot molarni diferencialni ekstincijski koeficient Δε = 
(ΔA)/(c*l). Končna enota molarnega diferencialnega ekstinkcijskega koeficienta je [M-1 
cm-1]. Med  [θ]0λ in Δε obstaja enostavna relacija  [θ]0λ = 3298* Δε. [31] 
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Slika 9: CD spekter BSA raztopine v 20 mM acetatu pri pH 4,3. 
Na sliki 9 sem predstavil rezultat CD spektroskopije raztopine BSA proteina v acetatnem 
pufru. Rezultate CD spektroskopije sem predstavil v obliki Δε. [31] 
Spekter založne raztopine BSA sem posnel v območju absorbcije sekundarne strukture 
proteina. Hotel sem preveriti, ali je (v časovnem obdobju merjenja zeta potenciala in 
velikosti delcev raztopin BSA-ja) prišlo do razpada njegove sekundarne strukture. 
Prilagam sliko 10, iz katere so razvidna teoretična območja in oblike spektrov, in sicer v 
primeru absorbcije α – vijačnice, β – ploskve ter razvitega proteina. Primerjava obeh slik 
nam pove, da sekundarna struktura našega proteina ni razpadla. 
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Slika 10: Značilni CD spektri sekundarnih struktur in razvitega proteina. [36] 
5.2 Meritve zeta potenciala in velikosti delcev v raztopini pufrov in 
HEWL-a 
 
V  tabelah 39-50 so predstavljene vse izvedene meritve velikosti delcev in zeta potenciala, 
ki sem jih opravil na raztopinah proteina HEWL. Program je ponujal več možnosti za 
prikaz rezultatov meritev, in sicer v obliki več različnih vrhov (radijev); hidrodinamski, 
prvi intenzitetni, drugi intenzitetni, številčni in volumenski. Rezultati, ki so izpisani v 
tabelah, so izračunani radiji iz prvega intenzitetnega vrha. Predpostavljam, da radij (z 
vrednostjo le tega ocenimo velikost proteina) tega vrha najbolje predstavi dejansko 
velikost proteina v raztopini. Vsaki raztopini sem zeta potencial izmeril 3x. Vse tri 
izmerjene vrednosti so zapisane v posameznih tabelah, na koncu pa je podana njihova 
povprečna vrednost.  
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Ko je bil set meritev velikosti delcev in zeta potenciala izveden sem raztopino zavrgel. 
Kot sem že povedal v eksperimentalnem delu, sem nato v kiveto vstavil nov vzorec iste 
raztopine (enaka koncentracija, pH, pufer…) in ponovno na njej izvedel set meritev 
velikosti delcev ter zeta potenciala. S tem sem se želel prepričati o zanesljivosti 
rezultatov. Na ta način so predstavljeni tudi tabelirani podatki. Iz rezultatov obeh raztopin 
sem nato izračunal parameter standardne deviacije in ga na grafih prikazal kot interval 
napake. Ponovitve seta meritev na novem vzorcu iste raztopine mi ni uspelo izvesti v vseh 
primerih; interval napake v tem primeru ni izrisan. Ko sem izvedel meritev ene raztopine, 
sem v primeru zeta potenciala (izmerjen je bil 3x) izračunal standardno deviacijo iz 
rezultatov ene raztopine.  
Tabela 39: Eksperimentalno dobljene vrednosti zeta potenciala raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami glicina, pri pH 9,00. 
Konc. 
pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Zeta 
potencial 
1 [mV] 
Zeta 
potencial 
2 [mV] 
Zeta 
potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Povprečje 
povrečij 
[mV] 
Standardni 
odklon 
[mV] 
0,01 
1 7,3 8,3 10,2 8,6 
9,4 1,2 
2 8,5 11,4 10,8 10,2 
0,05 
1 6,4 7,3 6,7 6,8 
6,9 0,2 
2 7,3 7,2 6,6 7,0 
0,1 
1 5,9 6,2 6,0 6,0 
5,9 0,2 
2 5,9 6,0 5,4 5,7 
0,25 
1 3,0 2,6 2,7 2,8 
3,1 0,5 
2 3,9 3,3 3,1 3,4 
0,5 
1 0,7 0,7 0,3 0,6 
0,3 0,3 
2 0,5 0,4 -0,5 0,1 
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Tabela 40: Eksperimentalno dobljene vrednosti velikosti delcev raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami glicina, pri pH 9,00. 
Konc. pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Radij [nm] Povprečen radij [nm] Standardni odklon [nm] 
0,01 
1 1,05 
1,07 0,02 
2 1,08 
0,05 
1 1,60 
1,64 0,05 
2 1,67 
0,1 
1 1,65 
1,65 - 
2 - 
0,25 
1 1,65 
1,65 - 
2 - 
0,5 
1 2,05 
2,05 - 
2 - 
 
Tabela 41: Eksperimentalno dobljene vrednosti zeta potenciala raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami bis tris-a, pri pH 9,00. 
Konc. 
pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Zeta 
potencial 
1 [mV] 
Zeta 
potencial 
2 [mV] 
Zeta 
potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Povprečje 
povrečij 
[mV] 
Standardni 
odklon 
[mV] 
0,01 
1 13,2 10,6 9,8 11,2 
10,6 0,9 
2 3,7 8,7 17,3 9,9 
0,05 
1 2,9 4,0 3,1 3,3 
3,5 0,2 
2 2,4 5,0 3,6 3,7 
0,1 
1 -0,2 2,1 2,5 1,5 
1,2 0,5 
2 -0,2 2,1 0,6 0,8 
0,25 
1 -1,3 -1,7 -1,1 -1,4 
-1,6 0,4 
2 -2,9 -1,7 -1,0 -1,9 
0,5 
1 -3,7 -1,4 0,0 -1,7 
-2,2 0,7 
2 -4,8 -1,4 -1,9 -2,7 
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Tabela 12: Eksperimentalno dobljene vrednosti velikosti delcev raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami bis tris-a, pri pH 9,00. 
Konc. pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Radij [nm] Povprečen radij [nm] Standardni odklon [nm] 
0,01 
1 1,66 
1,67 0,01 
2 1,68 
0,05 
1 1,86 
1,83 0,04 
2 1,80 
0,1 
1 1,82 
1,85 0,05 
2 1,89 
0,25 
1 1,81 
1,83 0,02 
2 1,84 
0,5 
1 1,10 
1,13 0,04 
2 1,16 
 
Tabela 43: Eksperimentalno dobljene vrednosti zeta potenciala raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami glicina, pri pH 2,00. 
Konc. 
pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Zeta 
potencial 
1 [mV] 
Zeta 
potencial 
2 [mV] 
Zeta 
potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Povprečje 
povrečja 
[mV] 
Standardni 
odklon 
[mV] 
0,01 
1 21,2 25,8 10,3 19,1 
18,5 0,9 
2 17,9 17,9 17,8 17,9 
0,05 
1 19,9 28,4 12 11,7 
15,7 5,7 
2 20,6 16,8 21,8 19,7 
0,1 
1 14,7 14,7 12,9 14,1 
14,1 1,0 
2 - - - - 
0,25 
1 10,1 9,3 15,7 11,7 
11,4 0,4 
2 9,0 12,2 12,1 11,1 
0,5 
1 6,5 7,6 9,9 8,0 
9,0 1,3 
2 6,7 10,9 12,1 9,9 
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Tabela 44: Eksperimentalno dobljene vrednosti velikosti delcev raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami glicina, pri pH 2,00. 
Konc. pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Radij [nm] Povprečen radij [nm] Standardni odklon [nm] 
0,01 
1 1,60 
1,61 0,01 
2 1,61 
0,05 
1 1,83 
1,83 - 
2 1,83 
0,1 
1 1,85 
1,87 0,03 
2 1,89 
0,25 
1 2,10 
2,07 0,05 
2 2,03 
0,5 
1 2,21 
2,19 0,04 
2 2,16 
 
Tabela 45: Eksperimentalno dobljene vrednosti zeta potenciala raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami fosfata, pri pH 2,00. 
Konc. 
pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Zeta 
potencial 
1 [mV] 
Zeta 
potencial 
2 [mV] 
Zeta 
potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Povprečje 
povrečja 
[mV] 
Standardni 
odklon 
[mV] 
0,01 
1 20,1 24,3 18,6 21,0 
20,8 0,3 
2 22,2 20,5 19,1 20,6 
0,05 
1 25,4 20 18,6 7,7 
11,6 5,6 
2 15,8 16,0 15,0 15,6 
0,1 
1 11,8 11,1 11,6 11,5 
10,9 0,8 
2 10,3 11,0 9,8 10,4 
0,25 
1 8,1 7,9 7,0 7,7 
7,5 0,2 
2 8,6 6,4 7,1 7,4 
0,5 
1 0,0 -2,5 -2,2 -1,6 
0,0 2,2 
2 1,1 1,2 2,4 1,6 
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Tabela 46: Eksperimentalno dobljene vrednosti velikosti delcev raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami fosfata, pri pH 2,00. 
Konc. pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Radij [nm] Povprečen radij [nm] Standardni odklon [nm] 
0,01 
1 1,92 
1,91 0,01 
2 1,90 
0,05 
1 2,10 
2,01 0,01 
2 2,09 
0,1 
1 2,17 
2,21 0,06 
2 2,25 
0,25 
1 2,18 
2,17 0,01 
2 2,16 
0,5 
1 2,21 
2,21 - 
2 2,21 
 
Tabela 47: Eksperimentalno dobljene vrednosti zeta potenciala raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami KCl/HCl, pri pH 2,00. 
Konc. 
pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Zeta 
potencial 
1 [mV] 
Zeta 
potencial 
2 [mV] 
Zeta 
potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Povprečje 
povrečja 
[mV] 
Standardni 
odklon 
[mV] 
0,01 
1 23,0 23,2 22,8 23,0 
23,0 - 
2 22,7 22,9 23,4 23,0 
0,05 
1 26,8 20,6 20,8 22,7 
21,5 1,7 
2 17,5 23,0 20,4 20,3 
0,1 
1 22,5 20,0 18,4 20,3 
20,3 2,1 
2 - - - - 
0,25 
1 8,9 13,4 15,2 12,5 
11,5 1,4 
2 8,7 9,3 13,4 10,5 
0,5 
1 - - - - 
- - 
2 - - - - 
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Tabela 48: Eksperimentalno dobljene vrednosti velikosti delcev raztopine HEWL, 
z različnimi koncentracijami KCl/HCl, pri pH 2,00. 
Konc. pufra [M] 
Vzorec 
raztopine 
Radij [nm] Povprečen radij [nm] Standardni odklon [nm] 
0,01 
1 1,75 
1,73 0,04 
2 1,70 
0,05 
1 2,02 
2,01 0,02 
2 1,99 
0,1 
1 2,00 
2,00 - 
2 - 
0,25 
1 2,11 
2,12 0,01 
2 2,12 
0,5 
1 2,29 
2,29 - 
2 - 
 
Tabela 49: Eksperimentalno dobljene vrednosti zeta potencial raztopine 0,1M 
glicina, z različnimi koncentracijami proteina HEWL, pri pH 9. 
Konc. 
proteina 
[mg/mL] 
Vzorec 
raztopine 
Zeta 
potencial 
1 [mV] 
Zeta 
potencial 
2 [mV] 
Zeta 
potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Povprečje 
povrečij 
[mV] 
Standardni 
odklon 
[mV] 
0,5 
1 2,2 3,0 2,7 2,6 
3,0 0,5 
2 3,6 3,1 3,2 3,3 
1,0 
1 4,4 4,0 4,5 4,3 
4,1 0,3 
2 3,7 3,8 4,2 3,9 
2,0 
1 4,6 4,4 4,7 4,6 
5,5 1,3 
2 6,7 6,1 6,3 6,4 
2,5 
1 5,2 4,6 5,9 5,2 
5,3 0,1 
2 4,5 5,6 6,1 5,4 
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Tabela 50: Eksperimentalno dobljene vrednosti velikosti delcev raztopine 0,1M 
glicina, z različnimi koncentracijami proteina HEWL, pri pH 9. 
Konc. proteina 
[mg/mL] 
Vzorec 
raztopine 
Radij [nm] Povprečen radij [nm] Standardni odklon [nm] 
0,5 
1 2,3 
2,02 0,40 
2 1,74 
1,0 
1 1,95 
1,89 0,08 
2 1,83 
2,0 
1 1,95 
1,93 0,04 
2 1,9 
2,5 
1 1,90 
1,90 0,00 
2 1,90 
 
Rezultate  meritev, ki sem jih pridobil z merjenjem zeta potencialov in velikosti delcev 
pri preiskovanju sprecifičnih vplivov pufrov na protein HEWL, sem predstavil tudi 
grafično. Sliki 11 in 12 prikazujeta velikost delcev in zeta potenciala v odvisnosti od 
koncentracije pufrov fosfata, glicina ter KCl-HCl pri pH 2. 
 
Slika 11: Odvisnost velikosti delcev od koncentracije pufrov fosfat, glicin in KCl-
HCl, pri pH 2, v raztopini proteina HEWL. 
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Slika 12: Odvisnost zeta potenciala od koncentracije pufrov fosfat, glicin in KCl-
HCl, pri pH 2, v raztopini proteina HEWL. 
Iz slik 11 in 12 je razvidno, da velikost delcev narašča s povečevanjem koncentracije 
pufrov, po drugi strani pa zeta potencial pada. Velikost delcev najverjetneje narašča 
zaradi vezave pufrov na površino proteina, lahko pa tudi zaradi delnega razpada 
sekundarne strukture [7]. V primeru raztopin BSA v acetatnem pufru sem dokazal, da do 
razpada sekundarne strukture ni prišlo (slika 9), za raztopino proteina HEWL v ostalih 
pufrih pa CD spektrov nisem posnel. Zeta potencial pada zaradi vezave pufra na površino 
HEWL-a in nevtralizacije njegovega naboja. Pri višjih koncentracijah vezava nima več 
vpliva, saj začnejo prevladovati efekti senčenja elektrostatskih interakcij. Posledica tega 
efekta je dodatno zmanjšanje zeta potenciala. [14] 
V kolikor velja zgornja predpostavka, velja tudi naslednje dejstvo; če ima HEWL v 
fosfatu pri določeni koncentraciji največjo velikost, bi moral imeti pri tej isti koncentraciji 
najnižji zeta potencial (v primerjavi z raztopinami HEWL-a ostalih pufrov). Večja vezava 
na površino bi morala povečati efektivno velikost proteina in zaradi tvorbe ionskih parov 
zmanjšati njegov naboj. Navedena predpostavka velja za večji del koncentracijskega 
območja, in sicer, ko med seboj primerjamo pufra glicin in fosfat. KCl-HCl raztopina se 
od predpostavke odmika – navkljub temu, da ima pri vseh izmerjenih koncentracijah 
najvišji zeta potencial, so velikosti HEWL-a v raztopini glicina nižje.  
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Pomembno je, da pri interpretaciji ne pozabimo na neelektrostatske interakcije. V 
raziskavah, omenjenih v teoretičnem delu, so opazili, da se klorovi anioni radi vežejo na 
kisle protone Asp HEWL proteina. [15] Poleg tega so odkrili, da skoraj tretjina 
adsorbiranih ionov fosfata ne tvori elektrostatskih interakcij ter se lahko preko vodikovih 
vezi veže na negativne dele proteina. [15] Merjenje velikosti delcev nam poda vsoto 
efektov elektrostatske adsorbcije kot neelektrostaske adsorbcije, medtem ko je zeta 
potencial povezan z nevtralizacijo naboja ter odvisen od ionske atmosfere proteina. 
Predpostavil bi lahko, da tvorijo kloridni anioni s proteinom HEWL veliko več 
neelektrostatskih interakcij kot jih tvori glicin. Večje število neelektrostatksih interakcij 
Cl- še zmeraj ne bi razložilo visokega zeta potenciala KCl-HCl raztopine, ki bi se moral 
zaradi vezave kloridnih anionov zmanjševati. Razlaga bi se ujemala le v primeru, da 
vezava Cl- na površino v večji meri ne bi prispevala k nevtralizaciji pozitivnega naboja 
površine proteina. Ker pride pri višji koncentraciji fosfatnega pufra do spremembe 
predznaka naboja zeta potenciala, predvidevam, da se velik delež fosfata veže 
neelektrostatsko.  
Menim, da vzrok za večjo velikost molekul proteina v KCl-HCl pufru ne leži nujno v 
neelektrostatskih interakcijah. Vzrok bi bil lahko v dodanih K+ ionih. Tudi pri raziskavah 
vpliva soli na protein sem ob dodatku KCl soli opazil visoke vrednosti velikosti delcev. 
Ena izmed možnih razlag za omenjeni pojav je, da se na protein (čeprav je pozitivno 
nabit) vežejo tudi K+ ioni. Vezava na negativne kot tudi na nezasedene nepolarne dele 
proteina bi bila lahko razlog za tako visoke vrednosti zeta potenciala (saj kalijevi ioni 
povečajo naboj na površini proteina), kot tudi za relativno visoko vrednost velikosti 
delcev. [15] 
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Vedno več raziskav (ki sem jih med drugim navedel v teoretičnem delu) opaža, da pufri 
oz. soli v različnih koncentracijskih območjih na protein vplivajo različno. [14], [15] V 
vsakem koncentracijskem območju prevladujejo različni efekti. Do 0,125 M ionske moči 
naj bi bili pomembni iono-specifični efekti. Od 0,125 M do 0,275 M ionske moči 
prevladuje le senčenje elektrostatskih interakcij. Nad to koncentracijo se na proteine 
vežejo ioni, in sicer neodvisno od posameznih pH vrednosti raztopin. Vpliv ionov na 
proteine je odvisen le še od njihove afinitete do vode. Razlike v vezavah so opazili le v 
primeru, ko pride do močnih neelektrostatskih vezav na površino proteina. Omenjena 
koncentracijska območja so le okvirna ter se lahko za posamezne soli deloma razlikujejo. 
Tudi moji rezultati nakazujejo na obstoj zgoraj omenjenih koncentracijskih območij. To 
je najbolj razvidno pri raztopinah, ki so merjene pri pH 2; tu vidimo večje razlike (pri 
istih koncentracijah; v območju do 0,1 M) med vrednostmi zeta potenciala in velikostmi 
delcev za posamezne tipe pufrov. Pri višjih koncentracijah pa so razlike manjše. Pri 
nižjem pH je protein bolj pozitivno nabit, zaradi česar je najverjetneje vezava na protein 
bolj opazna. 
Sliki 13 in 14 prikazujeta velikost delcev in zeta potenciala v odvisnosti od koncentracije 
pufra bis tris in glicina pri pH 9. 
 
Slika 13: Odvisnost velikosti delcev od koncentracije pufrov bis tris in glicin, pri pH 
9, v raztopini proteina HEWL. 
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Slika 14: Odvisnost zeta potenciala od koncentracije pufrov bis tris in glicin, pri pH 
9, v raztopini proteina HEWL. 
Iz slik 13 in 14 so razvidni trendi naraščanja velikosti delcev in padanja zeta potenciala, 
ki so precej podobni trendom, kjer smo merili raztopine pri pH 2. Opazimo lahko, da so 
raztopine proteina v primerjavi z raztopinami s pH 2 manj pozitivno nabite. Razlika v 
velikostih delcev bis trisa in glicina se po 0,05 M koncentraciji ne spreminja več. 
Predvidevam, da se po tej vrednosti njun zeta potencial spreminja le še zaradi senčenja 
elektrostatskih interakcij. [14] Zeta potencial je pri višjih koncentracijah manj občutljiv 
na spremembo koncentracije pufra. Zeta potencial raztopine bis trisa se ustali v 
negativnem delu y-osi, glicin pa v pozitivnem. Predvidevam, da pri vezavi bis trisa na 
površino proteina prevladujejo neelektrostatske interakcije in vezava na nepolarna 
območja. Z neelekrostatskimi interakcijami in vezavo na nepolarna območja lahko bis 
tris ne le nevtralizira naboj na površini, lahko obrne tudi njegov predznak. 
  
-3,0
0,0
3,0
6,0
9,0
12,0
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Ze
ta
 p
o
te
n
ci
al
 [
m
V
]
Koncentracija pufra [M]
Bis tris
Glicin
Matej Jaklin, Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL 
 
78 
 
Zanimiva je primerjava izmerjenih vrednosti zeta potenciala glicina in bis trisa (pri 0,01 
M). Pri vseh ostalih koncentracijah je zeta potencial glicina višji od bis trisa, le pri 0,01 
M. Navkljub temu, da sem v bis trisu izmeril tako visoko vrednost zeta potenciala 
raztopine proteina, je vrednost velikosti delcev raztopine bis trisa (pri isti koncentraciji) 
višja od glicina. To odstopa od predpostavke, da nižji zeta potencial pomeni intenzivnejšo 
vezavo molekul na površino proteina in s tem povzroči povečanje njegove velikosti. Ena 
izmed možnih razlag je, da se molekule bis trisa pri nižji koncentraciji raje vežejo tako 
da ne nevtraliziajo naboja proteina. To bi potrdilo visok zeta potencial raztopine bis trisa 
in hkrati njegovo velikost. Bis tris je večja molekula od glicina in vezava ene molekule 
bis trisa na protein bi prispevala več k njegovi velikosti kot molekula glicina. Zelo majhna 
velikost delcev proteina (v 0,01 M raztopini glicina) bi bila lahko prav tako predmet 
eksperimentalne napake. 
Do velikih odmikov od trendov spreminjanja velikosti delcev s koncentracijo pride pri 
koncentraciji 0,5 M. Za glicin sem izmeril veliko višjo vrednost od pričakovane, za bis 
tris pa premajhno. Z merjenjem zeta potenciala pa sem pri enakih pogojih dobil 
pričakovane vrednosti. Meritve velikosti delcev (pri 0,5 M; za zgoraj omenjeni raztopini) 
so verjetno posledica eksperimentalne napake. Ker sem pri pH 9 izmerili koncentracijsko 
odvisnost zeta potenciala in velikosti delcev le za dva različna pufra, je težko kaj več 
povedati o iono-specifičnih efektih v različnih koncentracijskih območjih. K temu pri 
merjenju raztopin (z koncentracijo pufra 0,5 M) dodatno pripomore eksperimentalna 
napaka in morebiten visok prispevek neelektrostatskih interakcij (pri vezavi bis trisa na 
površino proteina), kar otežuje primerjavo. 
Iz slik 15 in 16 so razvidne vrednosti velikosti delcev in zeta potenciala raztopine HEWL, 
in sicer v različnih 0,1 M pufrih, pri vsaki izmed pH vrednosti. 
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Slika 15: Velikosti delcev raztopine proteina HEWL v različnih 0,1 M pufrih pri pH 
2 in 9. 
 
Slika 16: Zeta potencial raztopine proteina HEWL v različnih 0,1 M pufrih, pri pH 
2 in 9. 
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Iz zgornjih slik je razviden prikaz razlike med vrednostmi velikosti delcev in zeta 
potenciala raztopin proteina, in sicer v vsakem izmed uporabljenih pufrov. Na ta način 
lahko dobimo vtis o tem, kateri izmed pufrov se na protein najbolje veže (velikost delcev) 
in kateri ob tem najbolje nevtralizira njegov naboj (zeta potencial). Vrednosti sem med 
seboj primerjal za raztopine proteina (z koncentracijo pufra 0,1 M). Razlike v velikosti 
so manjše v primerjavi z razlikami med vrednostmi zeta potenciala. Relativne vrednosti 
velikosti delcev in zeta potenciala so pri pH 2 višje kot pri pH 9. To je logično, saj je 
protein pri nižjem pH bolj pozitivno nabit, kar pomeni, da bolje privlači nasprotno nabite 
molekule pufra. Iz pKa vrednosti posameznih pufrskih specij lahko sklepamo o nabitosti 
pufrov; glicin (pKa = 2,34 in 9,6 [37]), fosfat (pKa = 2,14 ; 7,2 in 12,37 [38]) ter bis tris 
(pKa = 6,5 [39]).  Soli (kot je KCl) popolnoma disocirajo na ione. Pri pH 2 nimajo vse 
molekule glicina in fosfata naboja (-1). Težko bi nedvoumno potrdili, da je vezava na 
protein popolnoma elektrostatske narave. Pri pH 9 ima večino molekul glicina naboj (-2) 
in molekul bis trisa (-1). Čeprav imata glicin in fosfat približno enak naboj pri pH 2, je 
fosfat veliko bolj efektiven pri nevtralizaciji naboja na površini proteina. Pri pH 9 ima 
glicin celo absolutno višji naboj od bis trisa in bis tris še zmeraj bolj efektivno zmanjša 
zeta potencial raztopine. Razlog je verjetno v neelektrostatski vezavi molekul pufra bis 
trisa in fosfata na površino proteina, kar je razvidno tudi iz višje izmerjene velikosti 
delcev le teh.  
Na sliki 17 so prikazane vrednosti površinskih gostot naboja za posamezne pufrske 
specije. V primeru K+ in Cl- sem navedel njun kristalni in hidratacijski radij (34). 
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Slika 17: Površinske gostote naboja za posamezne eksperimentalno uporabljene 
specije. 
Zmanjšanje zeta potenciala proteina v posameznih pufrov sem hotel povezati s 
površinsko gostoto naboja molekul pufra. Površinsko gostoto naboja sem za molekule 
pufra izračunal tako, da sem s programom YASARA izračunal topilu dostopno površino. 
Osnovni električen naboj sem nato pomnožil s vrednostjo celoštevilčnega naboja ter delil 
s vrednostjo topilu dostopne površine. Površino ionov nisem izračunal s pomočjo 
YASARE pač pa iz enačbe za sfero iz tabeliranih hidratacijskih in kristalnih radijev. 
Višja kot je gostota naboja specij, močneje bi se te morale vezati na protein. Čeprav je 
gostota bis trisa relativno majhna, izjemno dobro zmanjša ter celo obrne predznak zeta 
potenciala HEWL proteina. Veliko je govora o tem, da lahko posamezni ioni oz. pufri na 
protein vežejo direktno ali indirektno, in sicer preko interakcij z molekulami vode. 
Nekatere eksperimentalne skupine so predpostavile, da je direktna vezava na 
funkcionalne skupine proteina bolj značilna za osamljene nabite površinske skupine. 
Kadar je več omenjenih skupin na krajših razdaljah ene od druge, naj bi prišlo do vezave 
preko molekul vode. Kadar pride do vezave preko molekul vode, se lahko zgodi, da se 
naboj na površini ne nevtralizira. [15] Ena izmed raziskav pa navaja, da lahko pufri z 
višjim dipolnim momentom bolje interagirajo preko molekul vode. Ker ima bis tris močen 
dipolni moment, ni prav nič nenavadnega, da pride pri višjih koncentracijah do 
spremembe predznaka naboja proteina. [19]  
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Sliki 18 in 19 prikazujeta odvisnost velikosti delcev in zeta potenciala od koncentracije 
glicina pri pH 9 in pH 2.  
 
Slika 18: Odvisnost velikosti delcev od koncentracije glicina pri pH 9 in pri pH 2 v 
raztopini proteina HEWL. 
 
Slika 19: Odvisnost zeta potenciala od koncentracije glicina pri pH 9 in pri pH 2 v 
raztopini proteina HEWL. 
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Ker je protein pri nižjem pH bolj nabit, bi se morale molekule glicina pri pH 2 vrednosti 
močneje vezati. Močnejša vezava se dobro vidi pri primerjanju velikosti delcev ene in 
druge raztopine. Pri merjenju zeta potenciala vidimo, da pri nizkih koncentracijah pufra 
zeta potencial (v primeru raztopine, katere pH je 2) hitreje pade. Vzrok za to najverjetneje 
leži v močnejši vezavi molekul pufra na protein, ki je bolj pozitivno nabit. Pri višjih 
koncentracijah pada zeta potencial približno z enako hitrostjo, neodvisno od pH vrednosti 
raztopin. Pri višji koncentracijah pufra verjetno prevladuje efekt senčenja elektrostatskih 
interakcij. [14] 
Vrednost pH vpliva tudi na nabitost molekul pufra, ki imajo pri nižji vrednosti manjši 
negativni naboj. Ker ima raztopina proteina HEWL v raztopini glicina pri pH 2 višje 
vrednosti velikosti delcev, predvidevam, da je vpliv nabitosti proteina večji od nabitosti 
posameznih molekul pufra. 
Na slikah 20 in 21 so prikazane izmerjene vrednosti velikosti delcev in zeta potenciala v 
odvisnosti od koncentracije proteina. 
 
Slika 20: Odvisnost velikosti delcev od koncentracije proteina HEWL v raztopini 
0,1M glicina pri pH 9. 
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Slika 21: Odvisnost zeta potenciala od koncentracije proteina HEWL v raztopini 
0,1M glicina pri pH 9. 
Hotel sem preveriti, kako se velikost delcev in zeta potencial spreminjata s  koncentracijo 
proteina. Meritve sem izvajal v 0,1 M raztopini glicina, s pH vrednostjo 9. Velikost se 
skoraj ni spreminjala, ostala je precej konstantna. Zanimivo je to, da se zeta potencial s 
koncentracijo proteina povečuje. Ker je zeta potencial odvisen tako od naboja na površini 
polielektrolita kot od njegove ionske atmosfere, lahko predvidevam, da je povečanje zeta 
potenciala posledica zmanjšanja koncentracije molekul pufra znotraj ionske atmosfere. 
Višanje koncentracije proteina (pri konstantni koncentraciji molekul pufra) povzroči, da 
se morajo molekule pufra porazdeliti med večje število molekul proteinov, kar pomeni, 
da slabše nevtralizirajo njihove naboje. 
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5.3 Meritve zeta potenciala in velikosti delcev v raztopini pufrov, 
preprostih alkalijskih kovin ter proteina BSA 
 
V  tabelah 51-78 so zbrane vse izvedene meritve velikosti delcev in zeta potenciala, ki 
sem jih opravil na raztopinah proteina BSA. Preverjal sem skupne vplive 20 mM pufra 
pri pH 4,3 (acetatnega in citratnega) in preprostih soli (NaCl, NaBr, NaI, LiCl, KCl, RbCl 
in CsCl) na velikost delcev in zeta potencial. Končno koncentracijo soli v raztopinah sem 
spreminjal od 0 do 1,75 M. Podatki so predstavljeni na identičen način, kot je bilo 
povedano na začetku poglavja 6.2 - Meritve zeta potenciala in velikosti delcev v raztopini 
pufrov in HEWL-a. Edina razlika je, da sem velikost delcev in zeta potencial zaradi 
pomanjkanja raztopine pomeril pomeril le za posamezen vzorec raztopine BSA (pri istem 
pH, vsebnosti pufra in soli). Za velikosti delcev tako nisem mogel izračunati standarnega 
odklona. Standarni odklon zeta potenciala sem izračunal iz 3x izmerjenih velikosti zeta 
potenciala enega vzorca raztopine.  
Tabela 51: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 5,3 5 5,2 5,2 0,2 
0,1 -2,6 -2,1 -2,7 -2,5 0,3 
0,5 -1 -0,8 -0,2 -0,7 0,4 
1 - - - - - 
1,5 - - - - - 
1,75 - - - - - 
 
Tabela 52: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 5,11 
0,1 6,33 
0,5 5,37 
1 5,2 
1,5 5,38 
1,75 5,10 
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Tabela 53: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaBr soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 5,3 5 5,2 5,2 0,2 
0,1 -2,4 -1,8 -1,1 -1,8 0,7 
0,5 -2,8 1,9 1,6 0,2 2,6 
1,0 0,2 0,7 0,7 0,5 0,3 
1,5 5,7 4,7 6,7 5,7 1,0 
1,75 4,4 7 5,5 5,6 1,3 
 
Tabela 54: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaBr soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 5,11 
0,1 6,51 
0,5 5,33 
1,0 4,72 
1,5 4,84 
1,75 4,71 
 
Tabela 55: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaI soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 5,3 5 5,2 5,2 0,2 
0,1 -2,5 -4,2 -3,5 -3,4 0,9 
0,5 -1,6 0 -7 -2,9 3,7 
1,0 -2,2 -3,6 -2,4 -2,7 0,8 
1,5 - - - - - 
1,75 - - - - - 
 
  
Matej Jaklin, Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL 
 
87 
 
Tabela 56: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaI soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 5,11 
0,1 5,96 
0,5 4,55 
1,0 4,53 
1,5 4,54 
1,75 4,47 
 
Tabela 57: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami LiCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 5,3 5 5,2 5,17 0,2 
0,1 -1,7 -1 -0,3 -1 0,7 
0,5 -3 -0,8 -1,7 -1,83 1,1 
1,0 3,5 -6,3 -1,6 -1,47 4,9 
1,5 - - - - - 
1,75 - - - - - 
 
Tabela 58: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami LiCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 5,11 
0,1 6,37 
0,5 5,55 
1,0 5,23 
1,5 5,25 
1,75 5,16 
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Tabela 59: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami KCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. soli 
[M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 5,3 5 5,2 5,2 0,2 
0,1 -1,5 -1,5 -0,9 -1,3 0,3 
0,5 -1,1 -1,7 -4 -2,3 1,5 
1,0 -0,8 -0,7 2,4 0,3 1,8 
 
Tabela 60: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami KCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. soli [M] Radij [nm] 
0 5,11 
0,1 6,84 
0,5 5,77 
1,0 5,2 
 
Tabela 61: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami RbCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 5,3 5 5,2 5,2 0,2 
0,1 -1,4 -1,7 -2,3 -1,8 0,5 
0,5 -1,3 -3,4 -1,6 -2,1 1,1 
1,0 - - - - - 
1,5 - - - - - 
1,75 - - - - - 
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Tabela 62: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami RbCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 5,11 
0,1 6,37 
0,5 5,35 
1,0 5,24 
1,5 5,08 
1,75 5,08 
 
Tabela 63: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami CsCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 5,3 5 5,2 5,2 0,2 
0,1 -4 -2 -3,1 -3,0 1,0 
0,5 -2,4 -1,6 1 -1,0 1,8 
1,0 - - - - - 
1,5 - - - - - 
1,75 - - - - - 
 
Tabela 64: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami CsCl soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 5,11 
0,1 6,47 
0,5 5,26 
1,0 5,06 
1,5 5,26 
1,75 5,35 
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Tabela 65: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 2 1,6 1,5 1,7 0,3 
0,1 -1,5 0,3 6,1 1,6 4,0 
0,5 3,1 1,7 0,2 1,7 1,5 
 
Tabela 66: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 7,65 
0,1 7,22 
0,5 5,65 
 
Tabela 67: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaBr soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 2 1,6 1,5 1,7 0,3 
0,1 -1,2 -2 -0,1 -1,1 1,0 
0,5 -0,1 -0,5 -4,6 -1,7 2,5 
 
Tabela 68: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaBr soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 7,65 
0,1 7,02 
0,5 6,19 
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Tabela 69: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaI soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 2 1,6 1,5 1,7 0,3 
0,1 -0,2 -1,5 -4,6 -2,1 2,3 
0,5 -0,7 -6,3 -6,2 -4,4 3,2 
 
Tabela 70: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami NaI soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 7,65 
0,1 6,56 
0,5 5,65 
 
Tabela 71: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami LiCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 2 1,6 1,5 1,7 0,3 
0,1 -0,1 -1,3 -0,8 -0,7 0,6 
0,5 -0,3 0,1 -0,1 -0,1 0,2 
 
Tabela 72: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami LiCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 7,65 
0,1 7,28 
0,5 6,82 
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Tabela 73: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami KCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 2 1,6 1,5 1,7 0,3 
0,1 -1,3 -0,8 -1 -1,0 0,3 
0,5 -6,2 2,2 1,7 -0,8 4,7 
 
Tabela 74: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami KCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 7,65 
0,1 7,35 
0,5 6,49 
 
Tabela 2: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami RbCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 2 1,6 1,5 1,7 0,3 
0,1 0 -0,7 0,5 -0,1 0,6 
0,5 -0,4 -1,9 -0,9 -1,1 0,8 
 
Tabela 76: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami RbCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 7,65 
0,1 7,25 
0,5 5,54 
 
  
Matej Jaklin, Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL 
 
93 
 
Tabela 77: Izmerjeni zeta potenciali raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami CsCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane 
soli [M] 
Zeta potencial 
1 [mV] 
Zeta potencial 
2 [mV] 
Zeta potencial 
3 [mV] 
Povprečje  
[mV] 
Standardni 
odklon [mV] 
0 2 1,6 1,5 1,7 0,3 
0,1 -2,1 0,3 -1,1 -1,0 1,2 
0,5 -1,5 -1,4 -0,2 -1,0 0,7 
 
Tabela 78: Izmerjene velikosti delcev raztopin BSA proteina, z različnimi 
koncentracijami CsCl soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Konc. dodane soli [M] Radij [nm] 
0 7,65 
0,1 6,71 
0,5 5,79 
 
Pri interpretaciji se velikokrat sklicujem na velikosti posameznih ionov in njihovo 
povezavo z meritvijo velikosti delcev. Prilagam tabelo z izračunanimi vrednostmi površin 
posameznih ionov in njihovih površinskih gostot naboja. Vrednosti sem izračunal na enak 
način kot je bilo že razloženo na strani 79. V tabeli 79 so parametri prikazani za katione, 
v tabeli 80 pa za anione. Primerjavo med gostoto nabojev pufrov acetata in citrata sem v 
nadaljevanju posebej prikazal grafično. 
Tabela 79: Izračunane vrednosti površin in gostot naboja iz hidratacijskih radijev 
posameznih kationov. Kationi so razporejeni po velikosti od najmanjšega do 
največjega. [40] 
Kation 
Radij [pm] - 
Hidratacijski 
Površina [m2] - Hidratacijska Gostota naboja [C/m2] - Hidratacijska 
Cs+ 89,91 1,01533*10-19 1,577991848 
Rb+ 89,91 1,01533*10-19 1,577991848 
K+ 91,56 1,05293*10-19 1,521630422 
Na+ 115,8 1,68425*10-19 0,95126963 
Li+ 140,7 2,48644*10-19 0,644365909 
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Tabela 80: Izračunane vrednosti površin in gostot naboja iz hidratacijskih radijev 
posameznih anionov. Anioni so razporejeni po velikosti od najmanjšega do 
največjega. [40] 
Anion 
Radij [pm] - 
Hidratacijski 
Površina [m2] - Hidratacijska Gostota naboja [C/m2] - Hidratacijska 
Br- 330 1,36778*10-18 0,117136669 
I- 331 1,37609*10-18 0,116429964 
Cl- 332 1,38441*10-18 0,115729635 
 
Na slikah 22 in 23 prikazujem odvisnost velikosti delcev raztopine BSA v acetatnem in 
citratnem pufru od koncentracije preprostih soli. 
 
Slika 22: Odvisnost velikosti delcev raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst alkalijskih soli, v 20 mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
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Slika 23: Odvisnost velikosti delcev raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst alkalijskih soli, v 20 mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Iz grafov je razvidno, da velikost molekul proteina v primeru acetata najprej naraste do 
maksimalne vrednosti (pri koncentraciji soli 0,1 M) in nato pada ter se ustali na 
konstantno vrednost (pri koncentraciji 0,5 M). V primeru citrata ne pride do povečanja 
velikosti delcev, temveč velikost linearno pada.  
Pred dodatkom soli je površina BSA (v primeru citratnega pufra) verjetno že popolnoma 
nasičena z molekulami pufra. Velikost makromolekule se s povečevanjem koncentracije 
soli začne zmanjševati, morebiti zaradi zamenjave molekul pufra citrata z ioni soli. 
Posamezni ioni imajo precej manjšo površino od samih molekul citrata, zato 
predpostavljam, da se s tem makromolekula efektivno zmanjša. Sprememba velikosti bi 
se lahko zgodila tudi zaradi razpada sekundarne strukture, a vendar sem to možnost pri 
BSA izključil s CD analizo. Menim, da se molekule acetatnega pufra na površino ne 
vežejo tako efektivno, površina proteina pa zaradi tega ni popolnoma nasičena. Kationi 
in anioni prvega dodatka soli tako zasedejo prosta vezavna mesta, ki jih molekule acetata 
niso zasedle. Efektivna velikost makromolekule se zato poveča. 
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Veliko je neznank, saj ne vemo natančno, na kakšen način se ioni vežejo s površino. 
Lahko se vežejo direktno ali indirektno; preko molekul vode. Vprašanje je, ali se vsi ioni 
vežejo enako, zaradi česar je posledično otežena primerjava rezultatov. Poleg tega veliko 
raziskav pravi, da lahko do nasičenja površine pride že ob dodatku manjših koncentracij 
iona in nadaljno povečevanje koncentracije ionov doprinese le k senčenju elektrostatskih 
interakcij. Pri višjih koncentracijah vrsta iona vpliva na interkacije protein-protein le še s 
svojo zmožnostjo vsoljevanja in izsoljevanja proteinov in potencialno neelektrostatsko 
vezavo na površino proteina.  V mojem primeru se velikost delcev ustali šele pri 0,5 M 
ali 1 M koncentraciji soli. [14], [15] 
Na slikah 24 in 25 prikazujem odvisnost zeta potenciala raztopine BSA v acetatnem in 
citratnem pufru od koncentracije preprostih soli. 
 
Slika 24: Odvisnost zeta potenciala raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst alkalijskih soli, v 20mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
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Slika 25: Odvisnost zeta potenciala raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst alkalijskih soli, v 20mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Zeta potencial (ko dodamo sol) močno pade do nekega minimuma, ki ga doseže pri 0,1 
M vrednosti soli ali pa pri 0,5 M vrednosti (odvisno od soli). Po doseženem minimumu 
začne zeta potencial ponovno naraščati. Za nizke koncentracije je bil zgoraj omenjeni 
trend enak v obeh merjenih pufrih. Predvidevem, da se trend pojavi tudi pri višjih 
koncentracijah. V celotnem koncentracijskem območju je bil zeta potencial izmerjen le v 
primeru NaBr soli. Maksimalna vrednost zeta potenciala je le za nekaj mV večja, kot je 
bila izmerjena za acetatni pufer brez soli. 
Zanimivo je nadaljnje povečevanje zeta potenciala ter po 0,5 M dodani koncentraciji soli 
konstantna velikost delcev proteina. Predvidevam, da postanejo s povečevanjem ionske 
moči elektrostatske interakcije nepomembne. Morda pride do neke ravnotežne vezave 
molekul pufra ter soli na protein. Ko pride do nasičenosti (to opazimo preko konstantne 
vrednosti velikosti delcev), dodajanje soli vpliva na zeta potencial raztopine proteina le 
še s spremembo koncentracije ionov ionske atmosfere proteina in njene debeline. Iz 
prejšnjih raziskav lahko sklepamo, da iono-specifične efekte opazimo le še iz njihove 
tendence po vezavi vode (zakon o podobnih afinitetah do vode ter iz Hofmeistrove vrste). 
Natančna primerjava je otežena, ker nam za večino soli zeta potenciala (pri višjih 
koncentracijah) ni uspelo izmeriti zaradi prevelikih prevodnosti raztopin. [14] 
Na sliki 26 so prikazane površinske gostote naboje molekul pufra acetata in citrata. 
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Slika 26: Površinski gostoti naboja pufrov acetata in citrata. 
Pri pH 4,3, pod izoelektrično točko BSA, je protein pozitivno nabit. Pozitiven zeta 
potencial izmerimo preden dodamo sol v raztopino. V primeru acetata je zeta potencial 
veliko višji kot v primeru citrata. Ko pogledamo vrednost velikosti delcev, vidimo ravno 
obraten efekt - velikost v citratnem pufru je višja kot v acetatnem. Predvidevam, da se 
molekule citrata močneje vežejo na protein. Iz pKa vrednosti citrata (pKa = 3,13 ; 4,76 in 
6,4 [41]) in acetata (pKa = 4,76 [42])  lahko sklepamo o njuni nabitosti v raztopini. 
Teoretično bi se morale molekule pufra, ki imajo višjo vrednost negativne površinske 
gostote naboja, močneje vezati na površino pozitivnega BSA, in sicer zaradi močnejše 
elektrostatske interakcije. Citrat ima večje število kislih protonov od acetata,  pri tej pH 
vrednosti pa bi moral imeti naboj med -1 in -2. Naboj acetata je pri pH 4,3 nekoliko manjši 
od -1. Iz slike 26 je razvidno, da ima citrat višjo površinsko gostoto naboja od acetata šele 
v primeru, ko mu naboj povečamo na -2. 
Razlike med posameznimi vrstami soli lažje opazujemo pri nizkih koncentracijah. Med 
seboj jih je najlažje primerjati pri koncentraciji 0,1 M. Vrednosti meritev velikosti delcev 
in zeta potenciala (z dodatkom 0,1 M soli) so za meritve v raztopine proteina BSA v 
acetatnem in citratnem pufru prikazane na slikah 27 in 28. 
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Slika 27: : Primerjava velikosti delcev BSA raztopine z 0,1M koncentracijo različnih 
alkalijskih soli, v 20 mM acetatnem in citratnem pufru, pri pH 4,3. 
 
Slika 28: Primerjava zeta potenciala BSA raztopine z 0,1M koncentracijo različnih 
alkalijskih soli, v 20 mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
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V kolikor v obeh pufrih opazujemo velikost delcev pri koncentraciji soli 0,1 M, vidimo, 
da je razlika med vrednostmi velikosti delcev klorovih soli veliko večja v acetatnem 
pufru. Razlog bi bil lahko v večji nasičenosti površine raztopin citratnega pufra. Ne glede 
na to, pa razlik med velikostmi delcev raztopin LiCl in RbCl skorajda ni (tako v enem, 
kot v drugem pufru). V kolikor primerjamo vrednosti njunih zeta potencialov, si z njima 
težko pomagamo, saj  je v acetatu (z RbCl soljo) ta nižji od LiCl, v citratu pa višji. Ne 
smemo pozabiti, da velikost delcev ni odvisna samo od jakosti vezave, pač pa tudi od 
velikosti posameznih ionov s hidratacijskimi ovoji. Predvidevam, da imata podobno 
tendenco po vezavi s površino.  
Zanimivo je tudi rahlo odstopanje CsCl od ostalih kloridnih soli. Velikosti delcev so v 
primerjavi z ostalimi kloridnimi solmi relativno nizke, in sicer tako v acetatnem kot 
citratnem pufru. Zeta potencial raztopine z koncentracijo soli 0,1 M je precej nizek. Če bi 
se Cs+ ion dobro vezal na povrišino proteina, bi se morala povečati velikost proteina,  
hkrati pa bi morali opaziti višji zeta potencial. Lahko predpostavimo, da se relativno slabo 
veže na površino proteina. 
Velikost delcev je (v primerjavi z ostalimi solmi) z dodatkom KCl soli največja, tako v 
acetatnem kot v citratnem pufru. Predvideval bi, da ima Cl- relativno slabšo željo po 
vezavi na površino, na mesta, kamor se je že vezala molekula pufer. Poleg tega bi rekel, 
da se K+ kation veliko bolje veže na površino proteina od vseh ostalih kationov. Vrednosti 
njegovega zeta potenciala pa so najbližje raztopini z dodatkom LiCl, navkljub temu pa so 
še zmeraj nižje. Predpostavim lahko, da se Li+ ioni v primerjavi s K+ ioni v večji meri 
vežejo na karboksilne funkcionalne skupine in nevtralizirajo njihov naboj. K+ ioni pa 
imajo posledično večjo tendenco po vezavi na nepolarne površine, kar razloži visoko 
vrednost velikosti delcev njihovih raztopin. 
Vrednosti zeta potencialov (ob dodatkih 0,1 M soli) so nižje v raztopinah acetatnih pufrov  
kot v citratnih. Predvidevam, da citratni ioni zaradi svoje velikosti onemogočajo dostop 
ionom do nepolarnih površin. Vezava na nepolarne površine ionov lahko povzroči 
spremembo predznaka naboja površine proteina. Ker je acetatni pufer manjši od 
citratnega, pride v raztopinah acetata do nižjih vrednosti zeta potenciala. [15] 
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V acetatnem pufru je zelo dobro opažen trend padanja zeta potenciala od kozmotropnega 
Li+ do kaotropnega Cs+. Enak trend ni opažen v citratnem pufru in predvidevam, da je 
temu tako zaradi nasičenosti površine proteina. Kozmotropen Li+ veliko raje tvori ionski 
par z negativno kozmotropno karboksilno funkcionalno skupino  (po Collinsovem zakonu 
o podobnih afinitetah do vode). Posledično najbolje nevtralizira negativni naboj na 
površini proteina, za njegovo sol pa tako izmerimo najvišji zeta potencial. Razlaga dobre 
vezave Li+ se ne sklada z nekaterimi drugimi znanstvenimi članki. [16]  
Med seboj lahko primerjamo natrijeve soli.  Menim, da se na površino proteina veliko 
bolj veže I- kot Cl-. To je razvidno iz meritev v acetatnem in citratnem pufru. Pufer in ion 
tekmujeta za vezavo na površino. Ker je velikost pufrov veliko večja od I- in jih jodidni 
anion zaradi večje tendence po površini zamenja, se velikost proteina poveča v manjši 
meri, kot se to zgodi v ostalih soleh. Še zmeraj se poveča, saj se I- vežejo na druga mesta 
v proteinu, kamor se pufer še ni vezal. Vzrok za to je lahko nizka koncentracija pufra ali 
pa slaba afiniteta do nekaterih vezavnih mest. Veliko bolje se vidi trend padanja velikosti 
delcev v raztopinah merjenih v citratnem pufru Cl->Br->I-. Predvidevam, da je temu tako 
zaradi večje velikosti molekul citratnega pufra in posledično večje občutljivosti meritve 
ob menjavi molekul citrata za molekule aniona. Merjenje zeta potenciala raztopin NaCl 
mi je povzročalo težave, za te raztopine sem dobil nezanesljive rezultate. V kolikor je 
moja trditev pravilna, bi moral na enak način padati tudi zeta potencial. Ta pada, v kolikor 
ne upoštevamo raztopine z NaCl soljo. 
Na slikah 29 in 30 je zaradi lažje interpretracije podatkov prikazano spreminjanje 
velikosti delcev in zeta potenicala natrijevih soli v acetatnem pufru. 
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Slika 29: Odvisnost velikosti delcev raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst natrijevih soli, v 20 mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
 
Slika 30: Odvisnost zeta potenciala raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst natrijevih soli, v 20 mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
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Zanimiva je primerjava velikosti delcev pri visokih koncentracijah, in sicer med NaI in 
NaBr za acetatni pufer. Iz hidrodinamskih radijev lahko vidimo, da so velikosti I-, Br- in 
Cl- približno enake. To pomeni, da so razlike v velikostih molekul proteina odvisne samo 
od jakosti vezave ionov na protein in izmenjave z molekulami acetata. Vidimo, da je v 
primeru dodatka NaI soli velikost proteina najmanjša, hkrati pa zeta potencial najnižji. 
To pomeni, da se morajo I- anioni vezati na druga vezavna mesta (v primerjavi z 
molekulami acetatnega pufra) in hkrati zamenjati molekule acetata v večji meri, kot se to 
zgodi v primeru Br- anionov. Lahko se vežejo tudi samo na ista mesta kot acetat, le da to 
storijo prek molekul vode in pri tem ne nevtralizirajo naboja na proteinu. Površinska 
gostota naboja ni edini razlog za boljšo vezavo nekaterih ionov na površino proteinov. 
[15] 
Na slikah 31 in 32 predstavljam spreminjanje velikosti delcev in zeta potenciala z 
dodatkom natrijevih soli v citratnem pufru. 
 
Slika 31: Odvisnost velikosti delcev raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst natrijevih soli, v 20 mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
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Slika 32: Odvisnost zeta potenciala raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst natrijevih soli, v 20 mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
Med vplivom soli na lastnosti molekul BSA v raztopinah acetatnega in citratnega pufra 
ni velikih razlik. Edina razlika je, da so zeta potenciali in velikosti delcev v citratnem 
pufru višji.  
Posebej lahko prikažemo tudi samo kloridne soli. Na slikah 33 in 34 sta prikazani 
velikosti molekul BSA in zeta potenciala, in sicer z dodatki kloridnih soli v acetatnem 
pufru. 
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Slika 33: Odvisnost velikosti delcev raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst klorovih soli, v 20 mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
 
Slika 34: Odvisnost zeta potenciala raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst klorovih soli, v 20 mM acetatnem pufru, pri pH 4,3. 
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Razlike med posameznimi vrednostmi velikosti delcev in zeta potenciala klorovih soli so 
majhne, njihove vrednosti pa je težko pripisati kateremukoli pojavu v raztopini, saj so v 
okviru pričakovane eksperimentalne napake. 
Še težje je to storiti za raztopine v citratnem pufru, za katerega sem meril velikosti delcev 
in zeta potencial le do dodatka koncentracije soli 0,5 M. Sliki 35 in 36 prikazujeta velikost 
molekul BSA in zeta potenciala v prisotnosti kloridnih soli v citratnem pufru. V citratnem 
pufru je pri koncentraciji soli 0,5 M opazen nekoliko večji vpliv vrste soli na velikost 
molekul BSA kot v acetatnem pufru.  
 
Slika 35: Odvisnost velikosti delcev raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst klorovih soli, v 20 mM citratnem pufru, pri pH 4,3. 
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Slika 36: Odvisnost zeta potenciala raztopine BSA proteina od koncentracije 
različnih vrst klorovih soli, v 20 mM citratnem pufru, pri pH 4,3 
Mojo raziskavo lahko primerjamo s kalorimetrično raziskavo, kjer pri merjenju sproščene 
toplote dodajanja soli NaCl, CsCl in KCl (raztopini BSA v acetatnem pufru pri pH 4) niso 
opazili iono-specifičnih efektov. To bi pomenilo, da se vsi kationi približno enako dobro 
vežejo na površino proteina, kar je v navzkrižju z rezultati, ki sem jih dobil. Zavedati se 
moramo, da je sproščena toplota skupen efekt vezave ionov na površino in porabljene 
toplote za odstranitev molekul pufra s površine. Sproščena toplota vezave kloridnih ionov 
na drugače pozitiven protein morda zasenči interakcijo posameznih kationov s površino 
proteina. Pri vezavi I- se sprosti več toplote kot z vezavo Br-, kar se sklada z rezultati 
mojega dela. [6] 
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5.4 Rezultati in interpretacija sidranja molekul pufra na protein 
HEWL 
 
V tabeli 81 so zbrani vsi rezultati simulacij, ki sem jih izvedel. Vsaka črkovna oznaka 
predstavlja meritev z drugimi parametri. Večkratni zapis identične črke v oznako 
predstavlja ponovitev simulacije pod istimi pogoji. V drugem stolpcu je zapisana 
najboljša izračunana vezavna energija sidranja vseh izvedenih »runov«. Rezultatov nisem 
primerjal le glede na najboljše vezavne energije, pač pa tudi glede na to, v koliko različnih 
klastrov je simulacija razporedila rezultate 999 »runov« ter glede na korelacijo med 
številom hidrofobnih in vodikovih vezi z vezavno energijo. V nadaljevanju primerjam 
tudi razlike v vezavnih mestih posameznih ligandov. 
Tabela 81: Rezultati sidranja različnih ligandov na površino HEWL. 
Oznaka 
Najboljša 
vezavna 
energija 
(kCal/mol) 
Št. Klastrov 
Št. Vodikovih 
vezi 
Št. Hidrofobnih 
vezi 
A 3,72 7 1 0 
AA 3,41 7 3 5 
AAA 3,46 7 2 5 
AAAA 3,46 8 1 5 
AAAAA 3,20 7 2 5 
B 3,21 5 2 5 
C 3,16 10 3 3 
D 3,18 6 1 4 
E 3,41 6 3 1 
F 3,17 8 3 2 
G 3,48 6 0 0 
GG 3,31 8 4 0 
GGG 3,67 6 2 2 
GGGG 3,43 6 2 2 
GGGGG 3,41 7 3 4 
H 3,45 3 0 0 
HH 3,57 4 1 0 
HHH 3,53 4 0 0 
HHHH 3,54 4 2 0 
HHHHH 3,58 5 2 0 
I 4,20 4 1 0 
II 4,01 4 1 0 
III 3,77 4 1 0 
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IIII 3,77 6 1 0 
IIIII 3,24 6 2 0 
J 3,46 7 1 0 
K (Cl-) 0,96 18 0 0 
KK (Cl-) 0,95 16 0 0 
KKK (Cl-) 0,97 16 0 0 
KKKK (Cl-) 0,83 17 0 0 
KKKKK (Cl-) 0,97 15 0 0 
L (Cl-) 1,15 17 0 0 
LL (Cl-) 0,93 14 0 0 
LLL (Cl-) 1,03 15 0 0 
LLLL (Cl-) 0,99 17 0 0 
LLLLL (Cl-) 0,95 15 0 0 
M (K+) 1,28 15 0 0 
MM (K+) 1,47 12 0 0 
MMM (K+) 1,30 11 0 0 
MMMM (K+) 1,42 11 0 0 
MMMMM (K+) 1,44 13 0 0 
N (K+) 1,21 12 0 0 
NN (K+) 1,22 16 0 0 
NNN (K+) 1,37 11 0 0 
NNNN (K+) 1,20 9 0 0 
NNNNN (K+) 1,33 14 0 0 
O 4,78 2 2 13 
OO 4,70 3 3 10 
OOO 4,76 3 2 9 
OOOO 4,75 3 2 9 
OOOOO 4,76 3 3 8 
P 4,62 2 2 14 
PP 4,45 4 1 11 
PPP 4,62 4 1 6 
PPPP 4,67 4 2 7 
PPPPP 4,62 4 1 6 
 
Zanimiva opažanja in rezultate sem prikazal v ločenih tabelah 82-84 in na sliki 37.  
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S spreminjanjem parametrov nisem kritično vplival na rezultat simulacije; do odstopanj 
(pri ponovitvi posameznega sidranja) pride šele na prvem ali drugem decimalnem mestu. 
S spremembo pH-ja, manjšega števila »runov«, manjše koncentracije molekul pri 
minimizaciji ter s uporabo AMBER14 polja sil pri sidranju, sem dobil minimalno različno 
vezavno energijo (do odstopanj pride šele na prvem decimalnem mestu). V kolikor 
proteina ne obdelamo  in ne minimiziramo, pač pa uporabimo direktno konformacijo iz 
PDB baze, dobimo skoraj identičen rezultat kot z minimizacijo. Za referenčni ligand sem 
uporabil molekulo glicina.  
Tabela 82: Rezultati sidranja glicina na površino proteina ob spreminjanju 
postopka ali parametrov sidranja. 
Oznaka 
Najboljša 
vezavna energija 
(kCal/mol) 
Št. klastrov 
Št. Vodikovih 
vezi 
Št. Hidrofobnih 
vezi 
A 3,72 7 1 0 
AA 3,408 7 3 5 
B 3,205 5 2 5 
C 3,169 10 3 3 
D 3,183 6 1 4 
E 3,408 6 3 1 
F 3,171 8 3 2 
G 3,481 6 0 0 
GG 3,31 8 4 0 
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Zaradi zgornje analize parametrov sidranja sem vse nadaljne meritve v spodnjih tabelah 
zaokroževal na eno decimalno mesto. Iz vseh rezultatov vezavnih energij, 5x na enak 
način izvedenih analiz sidranja, sem izračunal povprečje ter ga zapisal v tabelo 83. Vsak 
ligand ima prikazani dve vezavni energiji, in sicer zaradi uporabe dveh različnih PDB 
strukturnih baz istega proteina 1DPX ter 1LKS. Vidimo, da so za oba vezavne energije 
približno enake. Pridobljeni vezavni energiji glicina in fosfata sta si podobni, medtem ko 
je za bis tris nekoliko višja. Ko sem ob pH definiral za fosfat še pKa, posebnih razlik v 
rezultatih vezavnih energij ni bilo. Relevantni pKa vrednosti glicina (2,34) in fosfata 
(2,14) sta si pri pogojih pH 2 raztopine zelo podobni, kar bi pomenilo, da bosta tvorili 
podobno elektrostatsko interakcijo s površino proteina. Vezavne energije Cl- in K+ ionov 
so mnogo nižje od ostalih ligandov. Zanimivo je dejstvo, da je bila za K+ izračunana višja 
vezavna energija kot za Cl-. Glede na to, da sem izvajal analize tako, da sem definiral 
vrednost pH 2 ter je pri tej pH vrednosti lizocim pozitivno nabit, bi pričakovali ravno 
obraten rezultat. 
Število klastrov nam pove, koliko so rezultati posameznih »runov«  skoncentrirani okoli 
potencialnih vezavnih mest. Povprečno število klastrov za vsak ligand je zapisano v  
tabeli 83. Manjše število klastrov naj bi pomenilo bolj točno definirana potencialna 
vezavna mesta. Kadar izvedemo analizo z manjšim številom »runov«, dobimo slabše 
definirana potencialna vezavna mesta (večje število klastrov, primer C). To pomeni, da 
nam rezultat še ni skonvergiral in iz njega lahko potegnemo napačne zaključke. Če 
vidimo, da s spreminjanjem števila »runov« ne spremenimo več števila klastrov, bi to 
pomenilo, da obstaja več vezavnih mest, ki imajo podobne energije vezave. V primeru 
kloridnega iona jih je največ, sledi glicin, najmanj pa jih ima fostat.  
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Tabela 83: Povprečne vezavne energije in število klastrov vseh posameznih analiz 
sidranja različnih ligandov na površino HEWL. 
Oznaka Ligand 
Najboljša vezavna 
energija (kCal/mol) 
Št. klastrov 
A Glicin 3,4 7 
G Glicin 3,5 7 
H Fosfat 3,5 4 
I Fosfat 3,8 5 
K Cl 0,9 16 
L Cl 1,0 16 
M K 1,4 12 
N K 1,3 12 
O Bis tris 4,8 3 
P Bis tris 4,6 4 
 
Število potencialnih hidrofobnih in vodikovih vezi, ki jih je našel program, nisem mogel 
povezati z jakostjo vezavne energije. To je verjetno zato, ker obstaja neskončno mnogo 
potencialnih vezavnih mest, ki nam jih računalnik priporoči. Za vsako mesto nam nato 
izriše drugo število potencialnih vezi in jih je posledično težko interpretirati. Ker ne vemo, 
koliko k vezavni energiji prispeva tako določena vodikova vez kot hidrofobna interakcija, 
ne moremo izračunati njihovega prisepevka k njihovi celotni vezavni energiji. Večje 
število izrisanih vodikovih ali hidrofobnih vezi tudi ni povezano z višjo vezavno energijo, 
ki nam jo poda rezultat simulacije. 
Z vizualnim interpretiranjem podatkov sem prišel do zanimive ugotovitve. Primerjal 
sem lokacije različnih vezavnih mest na proteinu. Lokacija najboljšega vezavnega mesta 
za glicin in fosfat na protein PDB baze 1DPX je bila vedno v kotanji. Prav tako so imeli 
nekateri rezultati vezave ligandov na protein podobno lokacijo sekundarnega vezavnega 
mesta (drugo najvišje vezavno mesto po energiji). V kolikor primerjamo preferenčno 
orientacijo liganda na 1LKS in 1DPX,  ugotovimo, da sta si različni.  
Najbolj ugodna vezava klora na 1LKS je drugačna od vseh ostalih, saj se kloridni ion ne 
veže na površino proteina, pač pa v večjo odprtino znotraj strukture proteina. 
Vse vizualne interpretacije so prikazane na sliki 37. 
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Tabela 84: Primerjava vezavnih energij, št. klastrov, vodikovih in hidrofobnih vezi 
s podobnim mestom vezave. 
Oznaka 
Najboljša 
vezavna 
energija 
(kCal/mol) 
Št. Klastrov 
Št. Vodikovih 
vezi 
Št. Hidrofobnih 
vezi 
A 3,1 7 3 0 
AA 3,2 7 2 1 
D 3,0 6 0 0 
F 3,1 8 2 0 
 
Slika 37: Nekatera vezavna mesta različnih ligandov na površino HEWL. 
  
Vezavno mesto glicina z najvišjo energijo na 
1DPX 
Vezavno mesto glicina z drugo najvišjo 
energijo 1DPX (tabela 2) 
  
Vezavno mesto kalijevega kationa na 1DPX Vezavno mesto klorida v kotanji na 1DPX 
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Vezavno mesto fosfata v kotanji na 1DPX Vezavno mesto bis tris-a v kotanji na 1DPX 
  
Vezavno mesto glicina na 1LKS Vezavno mesto fosfata na 1LKS 
  
Vezavno mesto klorida na 1LKS, brez 
površine 
Vezavno mesto klorida na 1LKS (klorida se ne 
opazi, ker se nahaja v notranjosti proteina) 
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Vezavno mesto kalijevega iona na 1LKS, brez 
površine 
Vezavno mesto kalijevega iona na 1LKS 
(kalijevega iona se ne opazi, ker se nahaja v 
notranjosti proteina) 
 
 
Vezavno mesto bis tris-a v kotanji na 1LKS 
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Sedaj poiskusimo povezati izračunane vezavne energije pufrov s posameznimi 
izmerjenimi vrednostmi zeta potenciala in velikosti delcev. Pri primerjavi vezavnih 
energij glicina in bis tris pufra (pri pH 9) vidimo, da je vezavna energija bis trisa občutno 
višja od vezavne energije glicina na površino. Ker je vezavna energija bis trisa višja, bi 
morala biti višja njegova velikost, zeta potencial pa nižji, kar lahko potrdimo tudi s 
pridobljenimi eksperimentalnimi podatki. V kolikor primerjamo glicin in fosfat, vidimo, 
da v vezavnih energijah ni tako velike razlike, čeprav bi se moral fosfat glede na 
izmerjene vrednosti velikosti delcev in zeta potenciala veliko bolje vezati. K+ in Cl- imata 
relativno nizke vezavne energije, glede na to, koliko njuna sol KCl spremeni velikost in 
zeta potencial površine. Predvidevam, da imajo lahko ioni zaradi svoje velikosti na voljo 
precej večje število vezavnih mest. Njun skupen efekt lahko po mojem mnenju konkurira 
ostalim molekulam pufrov (vezava znotraj molekulske površine proteina). Visoka 
izračunana vezavna energija K+ ionov (v primerjavi s Cl- ) bi lahko napovedala posledično 
visok zeta potencial. 
Analize sidranja nisem izvajal na BSA proteinu, saj bi bil čas izračuna zaradi večje 
kompleksnosti BSA proteina izredno dolg. Za izračun vezavnih energij bi potrebovali 
veliko bolj zmogljiv računalnik. V kolikor bi si želeli analizo sidranja še zmeraj izvajati, 
bi morali programu točno določiti dele površine, za katere mislimo, da so lahko 
potencialna vezavna mesta.  
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6 Zaključek  
Zastarel model elektrostatskega kontinuuma in slab opis elektrostatskih interakcij v 
raztopinah preprečuje boljše razumevanje obnašanja elektrolitov v vodnih raztopinah. 
Opis obnašanja polielektrolitov, med katere uvrščamo tudi proteine, je še težji, saj ima 
poleg lastnosti elektrolita tudi lastnosti velikih polimernih molekul. Zaradi velikega 
površinskega naboja polielektrolita lahko njegovo okolico in obnašanje molekul 
raztopine v njegovi bližini opišemo z električnim dvoslojem. Za boljše razumevanje 
obnašanja proteinov v raztopinah moramo bolje razumeti lastnosti električnega dvosloja 
in izpopolniti modele za njegov opis.  
Potrebno je izboljšati napovedno moč vpliva soli ter pufra na interakcije v raztopinah 
proteina. Največji problem je v številu parametrov, ki lahko vplivajo na interakcije. Med 
seboj jih je težko ločiti ter kvantificirati. V svoji raziskavi sem opazoval dogajanje v 
raztopinah proteina HEWL in BSA, in sicer z merjenjem velikosti delcev in zeta 
potenciala. Interakcijo pufra s površino HEWL sem na koncu še računsko podkrepil, in 
sicer s pomočjo tehnike molekulskih simulacij – sidranja.   
V raztopinah HEWL sem preučeval različne vplive in vrste pufrov s spreminjanjem 
njihove koncentracije. Velikost delcev v raztopini s koncentracijo narašča, medtem ko 
zeta potencial pada. To sem pripisal vezavi molekul pufra na površino proteina. Opazil 
sem, da se predznak pri višjih koncentracijah pufra lahko obrne, kar pomeni, da imajo 
velik vpliv pri vezavi na površino tudi neelektrostatske interakcije. Težavo pri 
interpretaciji povzročata dve možnosti vezave na površino proteina; direktna in 
indirektna. Če se molekula veže na površino indirektno, do spremembe naboja ne pride. 
Ne glede na to ali je protein pozitivno nabit, se lahko na površino vežejo tako kationi kot 
anioni. Opazil sem manjše razlike med velikostjo delcev nad koncentracijo 0,1 M, kar 
pomeni, da nad to koncentracijo ne prevladuje več vezava specij na površino. Nad to 
koncentracijo bi lahko prevladovali efekti senčenja elektrostatskih interakcij ter nato 
vpliv vsoljevanja ali izsoljevanja (glede na lokacijo ionov v Hofmeisterjevi vrsti). Nižji 
pH povzroči boljšo vezavo molekul pufra na površino. Sprememba koncentracije proteina 
ne spremeni velikost delcev, spremeni pa njegov zeta potencial, ki narašča. Naraščanje 
zeta potenciala je verjetno posledica zmanjšanja koncentracije protionov v sami ionski 
atmosferi proteina. 
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V raztopinah BSA sem preučeval vplive različnih koncentracij preprostih soli v 
acetatnem in citratnem pufru. Z dodatkom pufrov acetata in citrata (na enak način kot pri 
proteinu HEWL) naraste velikost delcev, kar povezujem z vezavo molekul na površino. 
Pri prvem dodatku soli pa velikost delcev acetata naraste, za citrat pa pade. Predvidevam, 
da je površina v primeru citrata že popolnoma nasičena, dodatek soli pa povzroči 
izmenjavo molekul citrata za hidratirane ione, ki so efektivno manjši. Dodatek soli k 
raztopini z acetatnim pufrom pa v veliki meri povzroči nasičenje še nezasedenih vezavnih 
mest. Močnejšo vezavo citrata na površino lahko povežemo z njegovo višjo gostoto 
naboja pri pH 4,3. Velikost delcev s koncentracijo pada in se ustali pri neki ravnotežni 
vrednosti. Nasičenost se zgodi pri 0,5 M ali 1 M koncentraciji. Sprememba koncetracije 
soli nad to vrednostjo nima več vpliva na vezavo na površino. Zeta potencial po drugi 
strani (z dodatkom soli) pada do negativnih vrednosti in nato začne počasi naraščati. Zeta 
potencial je nižji v raztopinah z acetatom, ker verjetno citrat zasede večjo površino 
proteina in ne dovoljuje tolikšne interakcije ionov z njo. Nadaljne naraščanje zeta 
potenciala verjetno ni več le posledica vezave na površino, temveč sprememba 
koncentracije ionov ionske atmosfere ter njene debeline. Razlike v vezavi posameznih 
specij soli na površino sem primerjal pri 0,1 M koncentraciji. Če med seboj primerjam 
spremembo zeta potenciala natrijevih in kloridnih soli v acetatnem pufru, kot rezultat 
dobim naslednji dve vrsti; I-<Br- ter Cs+<Rb+<K+<Li+. Ker predvidevam, da je prišlo do 
napake pri merjenju NaCl soli, je nisem umestil v zgornji dve vrsti. Sprememba zeta 
potenciala zelo dobro sledi Collinsovemu zakonu tvorbe ionskih parov. Ker je bila v 
primeru citratnega iona površina popolnoma nasičena, je bila sprememba zeta potenciala 
zaradi vezave ionov na površino skupek več pojavov in je težje razložljiva. Velikost 
delcev je bolj kompleksen pojav, kjer lahko pride do vezave tudi brez spremembe naboja 
na površini. Velikost v natrijevih soleh je v citratu ne glede na to padala od Cl- do I-. V 
kloridnih soleh tako acetatnega kot citratnega pufra je bilo opaženo, da ima raztopina s 
KCl največjo velikost delcev. Sledijo približno enake velikosti delcev raztopin LiCl in 
RbCl. 
  
Matej Jaklin, Vplivi pufrov in soli na lastnosti proteinov BSA in HEWL 
 
119 
 
Analiza sidranja nam lahko poda nek dodaten vpogled v potencialno dogajanje v 
raztopini. Le iz njenih rezultatov (brez dodatnih informacij) težko sklepamo o dogajanju 
na površini proteina. Iz rezultatov lahko sklepamo, katere specije v raztopini se bodo 
najbolje vezale na površino proteina in kam se bodo vezale. Rezultati se dobro skladajo 
z meritvami velikosti delcev in zeta potencialom. Višja vezavna energija mora biti 
povezana z velikostjo delcev in nižjim zeta potencialom. Ni nujno, da najboljša vezavna 
energija enega vezavnega mesta poda celokupen efekt vezave vseh molekul na površino 
proteina – in to je napaka analize rezutatov. Ko se neka molekula veže na vezavno mesto, 
to mesto zasede in vezava na isto mesto drugi molekul ni več mogoča. Potrebno bi bilo 
določiti vsa potencialna vezavna mesta in njihovo vezavno energijo ter jih sešteti.  
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